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1. GIRIS ve AMAC

Clostridium tiirleri dogada ¢ok yaygin olup, sularda, insan ve hayvanlarin
bagirsaklarinda bulunabilirler. Clostridium difficile, antibiyotik kullanimina bagl,
kendiliginden iyilesen akut ishalden fulminan pseudomembranéz enterokolite (PMC)
kadar degisen, genis bir yelpazede hastaliklara yol acan, gram pozitif, sporlu, anaerob
bakterilerdir (1-3).

Antibiyotik kullanimi sirasinda veya sonrasinda gelisen ve baska nedenle
aciklanamayan ishaller genel tanimla “antibiyotikle iliskili ishal (diyare) [AAD]”
olarak adlandirilirlar. Antibiyotik ile iliskili ishal olgularinin %15-25’inde etken C.
difficile’dir (1). Hastaliga, toksin salgilayan C. difficile kokenleri neden olmaktadir.
Bu kokenlerin, patogenezde 6nemli role sahip, molekiiler ve biyolojik aktiviteleri iyi
tanimlanmis ve birbirlerinden farkli iki toksin; toksin A (enterotoksin) ve toksin B
(sitotoksin) salgiladiklar1 bulunmustur. Son yillarda toksin A ve toksin B iiretiminde
farkliliklar veya toksin genlerinde varyasyon gelistirmis kokenler (toksin A-/B+ gibi)
saptanmigtir. Ayrica, bazi iilkelerde hastane salginlarina neden olan, toksin A ve
B’den farkli, “binary toksin” iireten kdkenler bildirilmistir. Ozellikle son yillarda
Olumciil olabilen ciddi hastaliga yol agan grup BI, ribotip 027 kokeninde artis
goriilmektedir (4). Pseudomembrandz kolitlerin ise %99’undan C. difficile
sorumludur (5). Onceleri klindamisin kullanmimi ile iliskilendirilen C. difficile
kolitinin, kolon florasina etkili ampisilin, amoksisilin ve sefalosporinler gibi diger
antibiyotiklerin kullanimindan sonra da ortaya ¢iktigi saptanmstir (1). C. difficile’ye
bagli enfeksiyonlarin olusmasinda antibiyotik kullanimindan baska, hastanede kalig
stiresi, altta yatan hastaligin siddeti, yaslilik, yogun bakimda yatma, bagirsaklarin
ameliyat Oncesi mekanik temizligi, radyasyon gibi degisik risk faktorleri rol
oynamaktadir (6). C. difficile, saglikl kisilerin yaklasik %3-5’inin bagirsak florasinda
saptanirken, hastanede yatanlarda ise %20 oranindadir. Yenidoganlarin
gastrointestinal sisteminde %60-70 oraninda kolonize olabilmektedir (7). C. difficile,
kanli agar besiyerinde, 48 saat anaerobik ortamda inkiibe edildikten sonra, at digkisi
kokusunda, hemolizsiz, sarimsi-yesil floresans veren yaklasik 2-4 mm capinda,
koloniler olusturmaktadir. C. difficile’nin diskidan izole edilmesi olduk¢a zordur.

Bunun igin 6zel ayirici ve segici bir besiyeri olarak sikloserin-sefoksitinli fruktoz agar



(CCFA) kullanilir. C. difficile, indikatorlii (nétral kirmizisi) CCFA besiyerinde UV
(Ultraviyole) lambasi altinda incelendiginde floresans veren, yaklasik 2-4 mm
capinda, altin saris1 renginde koloniler olusturur (7, 8). Disk1 kiiltiiriiniin duyarlilig
en yiiksek olup, 6zellikle epidemiyolojik ¢aligmalar igin kullanilir (9). Ancak kiiltiirde
liretmenin zor olmasi, toksijenik ve nontoksijenik suslarin ayirt edilememesi ve ancak
3-5 giin sonra iiretilebilmesi gibi nedenlerle rutin tanida agirlikli yeri yoktur. Salgin
durumlarinda ve epidemiyolojik ac¢idan kiiltiirde tliretme ¢ok Onemlidir. Kiiltiirde
tiretmenin yaninda, toksin testleri de birlikte yapilmalidir (8, 10). Daha 6nceden diski
orneklerinde 10 pikogram (pg)’lik sitotoksin saptayabilen doku kiiltiirleri, toksin
varligimmi arasgtirmada altin standart olarak kabul edilirken, artik toksijenik kiiltiir
tanida altin standart kabul edilmektedir. Enzim immunoassay (EIA) testleri de kisa
siirede sonug¢ vermesi, uygulanabilirliginin daha kolay, ucuz olmasi nedeniyle rutin
klinik laboratuvarlarda dnerilmektedir. Ancak sitotoksik testlerden daha az duyarlidir.
Giiniimiizde ise polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), sitotoksik testlere alternatif
yontem olarak gosterilmektedir. C. difficile kokenlerinin PZR ile spesifik toksin A,
toksin B ve “binary toksin” primerleri ile toksin gen durumu saptanabilmekte ve bu
kokenler igerisinde varyant kokenler var ise bunlar tesbit edilebilmektedir (10).

Ulkemizde ve hastanemizde nozokomiyal ishal ve bu ishallerde C. difficile
sikli1 net olarak bilinmemektedir. Ozellikle son yillarda tedavi basarisizliklar1 ve
mortalite artisinin gozleniyor olmasi, hastane salginlarinin kontroliinde yasanan
giicliikler, etkenin antibiyotik direncindeki artiglari konunun bir kat daha 6nem
kazanmasima neden olmustur. Ayrica toplumda yayilimi, hastanelerde son derece
yogun toksin yapan kdkenlerin hizla yayilimi ve proton pompa inhibitorleri kullanimi
gibi yeni risklerin belirlenmesi yeniden bu etkene yonelimi arttirmistir. Tim bu
gelismelere ragmen bu etkenle ilgili epidemiyolojik bilgiler ve tedavi yaklagimlari
konusunda goriisler belirsizligini korumaktadir (9, 11).

Bu ¢alismada, C. difficile nedenli ishal oldugu diisliniilen hastalarin digki
orneklerinden EIA yontemi ile toksin varligmin aranmasi, ayni Orneklerin
kiiltiirlerinden ise C. difficile kdkenlerinin izolasyonunun yapilmasi ve PZR ile toksin
arastirilmasi yapilarak hastanemizde, C. difficile nedenli ishal sikliginin arastirilmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Bakteriler; biiyiimeleri ve diger aktiviteleri i¢in gerekli olan enerjileri baz
alinarak aerob, anaerob ve fakiiltatif anaerob bakteriler olarak ayrilirlar. Aeroblar, son
elektron alicis1 olarak molekiiler oksijen kullanirlar ve oksijen yoklugunda
tireyemezler. Fakiiltatif mikroorganizmalar hem oksijen varliginda hem de
yoklugunda iireyebilirler. Anaerob bakteriler ise oksijen varliginda iireyemezler.
Oksijen bu bakteriler i¢in toksiktir.

Insan florasiin ¢ogunu anaerobik bakteriler olusturur. Kolonda yaygin olarak
anaerob bakteriler bulunur. Cogu anaerobik enfeksiyon endojen olarak mikroflora
tiyelerinden gelisir. Bu enfeksiyonlardan birisi de Clostridium tiirii bakterilerin neden
oldugu enfeksiyonlardir (12).

Clostridium cinsi bakteriler, Firmicutes subesinin, Clostridia sinifinin,
Clostridiales takimimnin, Clostrideaceae familyasina baglidir. Clostridium tetani,
Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Clostridium acetobutylicum,
Clostridium difficile, Clostridium novyi gibi tiirleri bulunmaktadir. Clostridium
tiirleri, gram pozitif, ¢cogu hareketli, zorunlu anaerob, katalaz negatif, fermentatif,
endospor treten basil seklindeki bakterilerdir. Endosporlar 1siya karsi ¢ok dayanikli
olduklarindan konserve besinlerin iiretim teknolojisinde 6nem tasirlar. Bu 6zellikleri
dolayisiyla bazi besinlerin sterilizasyonu i¢in gerekli 1si-zaman diizenlerinin
belirlenmesinde indikatér mikroorganizma olarak kullanilmaktadir. Clostridium
tiirleri dogada ¢ok yaygin olup, sularda, insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda
bulunabilirler. Insanlarda hastalik yapan tiirlere ornek olarak C. perfringens, C.
botulinum, C.tetani, C. difficile verilebilir. C. perfringens 6zellikle et iiriinlerinde
tireyerek besin zehirlenmelerine neden olmakta, ayrica kirli yaralarda gazli gangrene
ve az oranlarda AAD’ye de neden oldugu bilinmektedir. C. botulinum ise disiik asitli
konserve besinlerde iireyerek besin zehirlenmelerine neden olmaktadir. C.
tetani ekzotoksini tarafindan olusturulan, akut baslayan, agrili kas kontraksiyonlari,
yaygin kas spazmlari ile karakterize tetanoz hastaligina neden olmaktadir. C. difficile
ise, antibiyotik kullanimina bagli, kendiliginden iyilesen akut ishalden fulminan

PMC’ye kadar degisen, genis bir yelpazede hastaliklara yol agabilmektedir (1-3).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Katalaz&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Mikroorganizma

2.1. Clostridium difficile

Clostridium difficile oval-subterminal sporlu, hareketli, boyutlar1 0,5-1,9 x 3,0-
16,9 um arasinda degisebilen anaerop bir bakterilerdir. Geng kiiltiirlerde Gram-pozitif
iken, 24-48 saat sonrasinda Gram-negatif boyanabilirler. Bu bakteriler jelatini eritir,
siit ve et proteinlerine etkinlikleri yoktur. Fruktoz, glikoz, mannitol, mannoz ve
siklikla ksilozu fermente ederler. Lesitinaz ve lipaz iiretmez, at kaninda hemoliz
olusturmazlar. Pepton-maya oziitii-glikoz (PMG) besiyerinde asetik, izobutirik,
butirik, valerik, izovalerik, izokaproik, formik, laktik asitler iiretirler ve tirozini para-
kresole gevirebilirler. Bu o6zellikleri ile sikloserin-mannitol agar, sikloserin-mannitol
kanli agar, sikloserin-sefoksitin-fruktoz agar besiyerleri segici ayirici besiyerleri
olarak kullanilmaktadir. C. difficile, kanli agar besiyerinde, 48 saatlik anaerob

inkiibasyonu takiben, hemolizsiz, at diskis1 kokusunda koloniler olusturmaktadir (7, 8).

2.1.1. Tarihge

Clostridium difficile, ilk kez 1935 yilinda saglikli yenidoganlarin bagirsak
florasinda saptanmistir. Saf kiiltiiriinii elde etmekte oldukca zorlanilan bu bakteriye
gii¢ (difficult) anlamina atfen C. difficile ad1 verilmistir (13).

On dokuzuncu yilizy1l sonlarinda tanimlanan PMC olgularinin sikliginin
artmasi, arastirmacilari, bu hastalik lizerinde daha fazla arastirma yapmaya itmistir.
Ik olarak PMC’den Staphylococcus aureus sorumlu tutulmustur. Oral vankomisin ile
tedavisinde basar1t saglanmis ve bu hastalik i¢in bir tedavi segenegi olarak
gorilmiistiir. C. difficile’nin  hastaliktaki  rolii, 1970’lerin basina kadar
belirlenememistir. Tedesco ve arkadaslari ¢alismalarinda, klindamisinin ciddi
diyareye neden oldugunu gostermislerdir. Bu prospektif calismada klindamisin
tedavisi alan hastalarda diyare sikliginin arttig1 belirlenmis ve daha 6nce etken oldugu
diistiniilen S. aureus suslarina rastlanilmamistir (14, 15). Bin dokuz yiiz yetmis sekiz
yilinda klindamisin tedavisi alan hastalarin digkilarindan primer ajan olarak C.
difficile izole edildigi bildirildikten sonra PMC’in primer etkeni olarak tanimlanmis
ve bunu, PMC ile antibiyotik tedavisi, C. difficile kolonizasyonu ve sitotoksin {iretimi
arasinda giiglii bir iliski oldugunu gosteren diger ¢alismalar izlemistir (16, 17).
Laughon ve arkadaslarinin 1984 yilinda yaptig1 calismada PMC’li hastalarin digki

orneklerinde sitotoksik bir madde varligi gosterilmistir (18). Bu tarihten sonra C.



Difficile enfeksiyonu (CDE) insidans1 giderek artmis ve bugiin diinya genelinde

nozokomiyal diyarenin en sik goriilen etkeni haline gelmistir (16).

2.1.2. Mikrobiyolojik ozellikler

C. difficile, Firmicutes subesinde yer alan gram pozitif basil seklinde, sporlu,
zorunlu anaerop bir bakteridir. Toksin olusturan (toksijenik) ve toksin olusturmayan
suslar1 vardir. Her iki tip sus da insan ve insan disi memeli konaklarda kolonize
olabilmektedir. Ancak sadece toksijenik olan suslar enfeksiyon olusturabilirler (19).
Vejetatif hiicrelerin baskin oldugu logaritmik tireme doneminde bakteri oksijene
olduk¢a duyarhdir. Sporlar (subterminal ve bazen de terminal) bulasici sekilleridir;
bakterinin konakta canli kalmasinda rolleri vardir ve tedavi kesildikten sonraki

donemde hastaligin rekiirrensinden sorumludurlar (15, 20).

2.1.3. Patogenez

Normal kolon florasi bozuldugunda ve organizma igin uygun kolonizasyon
oldugunda toksin treten C. difficile sporlariyla temas eden kiside hastalik
gelisebilmektedir. Yapilan c¢aligmalarla, kompleks bagirsak ekosistemi iginde
mikrobiyolojik ve hiicresel etkilesimler aydinlatilmistir (21). Bir diger 6nemli faktor ise
konak immun sistemidir. Yaslilarda ve humoral immun cevabi azalmis kisilerde hastalik
daha agir seyretmektedir. Antitoksin antikorlar hastaliktan koruyabilmekte ve ayrica
immun diiskiinlerde goriilen hastaliktaki degisiklikleri agiklayabilmektedir (22, 23).

Antibiyotikler, endojen bagirsak florasinin kaybmna neden olduklarindan, C.
difficile hastalig1 gelisimi i¢in major risk faktoriidiir. Endojen flora kayboldugunda ise
C. difficile ¢ogalir ve bagirsak mukozasini tahrip eder. Bagirsak florasi ile ilgili
yapilmis ¢cogu ¢aligma, antibiyotik tedavisinin yol actigi onemli degisiklikleri aciga
cikarmigtir. Bu calismalar, CDE gegirenlerde, bagirsak florasinin tekrar
olusmasindaki yetersizlikten dolayi rekiirrensler goriilebilecegini gostermistir (24).
Daha sonraki caligmalarda da, rekiirrens CDE’si olan hastalarin tedavisinde fekal
transplantasyonun ne kadar 6nemli oldugu gosterilmistir (25, 26).

CDE’nin olusumunda, normal bagirsak florasinin koruyuculugu tam olarak

aciklanamamis ancak bazi hipotezler 6ne siirtilmiistiir;



Hipotezler;

1. Safra asidinin C. difficile sporlarina etkili olmasi,

2. C. difficile tiremesini inhibe eden normal flora iiyeleri tarafindan firetilen
antimikrobiyaller, bakteriyosinlerin {iretimi sayesinde olusan direkt
antagonizma,

3. Intestinal flora tarafindan iiretilen TLR-5 ile dogal immun yanitin
uyarilmast,

4. Simirh beslenme kaynaklari igin C. difficile ve flora arasinda yaris olmasi (21).

C. difficile genomunun 6nemli bir boliimii, gastrointestinal bolgede yasamini
siirdliirmesini saglayan genleri tasimaktadir. Bu gen bdlgeleri, karbonhidrat transport
ve metabolizmasina yardim eden p-hidroksifenilasetat dekarboksilaz gibi enzimleri
kodlamaktadir. Bu enzim, P-krezol gibi bagirsak florasin1 inhibe edebilen
bakteriyostatik bilesenlerin iiretilmesini saglar (27, 28). Bu bilesik ayrica kiiltiirde
tiretildiginde at pisligi kokusunu veren bilesiktir. Ek olarak, C. difficile, konak
besinlerinde bulunan nitrojen ve fosfolipidleri kullanabilmesi ve safra asidi varliginda
da yagamini siirdiirebilmesi i¢in bagka bilesenlerde iiretirler (28).

C. difficile nin temel viriilans faktorleri genis clostridial sitotoksin ailesinin iki
tiyesi olan toksin A (tcdA) (enterotoksin) ve toksin B (tcdB) (sitotoksin)’dir. Her iki
toksin de potansiyel sitotoksik aktivite gdsterir ve hiicre iskeletinin dnemli proteinleri
olan Ras ve Rho proteinlerini glikozilasyon ile inaktive ederler. Bu proteinlerin
glikozilasyonu hiicre iskeletinin bozulmasina, hiicre i¢indeki baglarin kopmasina ve
permeabilite artist ile birlikte sekretuvar ishal olugsmasina neden olmaktadir. Ancak
toksin B, toksin A’dan 1000 kat daha giiglii sitotoksisiteye sahiptir (29).

Onceki calismalarda toksin A’nin CDE olusumunda daha &nemli oldugu
diisiiniilmekteyken, yapilan deneysel hayvan calismalarinda toksin A negatif ve
toksin B pozitif C. difficile izolatlarinin da ciddi bir hastalik tablosu olusturduklari
goriilmiistiir. Bu caligmalar, toksin B'nin toksin A gibi enterotoksin etkisi gosterdigini
ve hastalik olusumunda esas faktor oldugunu diislindiirmiistiir. Bu toksinler patojenik
lokus (PaLoc) olarak isimlendirilen genom bolgesindeki genler tarafindan
kodlanmaktadir. Bu bolge, kromozomun 19.6 kb’lik bir bolgesidir (Sekil 2.1). Bu
lokus bugiine kadar analiz edilen tim toksijenik C. difficile kokenlerinde ayni
kromozomal bdlgede yer almaktadir. Toksijenik olmayan kokenlerde (TcdA-TcdB-)
Paloc yoktur. PaLoc’un yerine 115 baz ¢iftlik kodlayict olmayan bir bolge bulunur.



Bir kisim kokenlerde PalLoc bdlgesi defektif olabilir ve bu tip defektif kokenler de

hastalik olusturabilirler. PaLoc bolgesinin DNA dizisi degiskendir ve bu bolgede

degisiklik gosteren kokenler farkli toksinotipler olarak tanimlanmaktadirlar (15,30).
Paloc iizerinde toksin A ve B'nin sentez ve diizenlenmesini saglayan tcdA,

tcdB, tcdC, tcdR ve tcdE olmak iizere bes gen bolgesi icermektedir (30).
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Sekil 2.1. C. difficile toksin genleri, PaLoc bolgesi (31).

o |

TRENDS in Microbiology

CdtlLoc 6.2 kb

Bunlardan tcdA ve tcdB genleri birbirine ¢ok yakindir ve tcdE gen bolgesi ile
birbirlerinden ayrilirlar. TcdE geni por olusturucu Ozelliktedir. Bakteriyofaj
proteinleri ile homoloji gdsteren bir proteini (tcdE) kodlar. Bu nedenle tcdE’nin
hiicreden tcdA ve tcdB’nin saliniminda rol oynayabilecegi diistiniilmektedir (15,30).
TcdB’nin Oniinde yer alan tcdR (6nceden tcdD olarak bilinen), RNA polimeraza
baglanarak tcdR, tcdB, tcdE, ve tcdA genlerinin translokasyonunu stimiile eden
alternatif bir sigma faktorii olarak gorev yapan (pozitif transkripsiyonel regiilasyon)
tcdR proteinini kodlar (32, 33). Toksin genlerinin baslica pozitif regiilatorii olan bu
protein ortam kosullarina duyarlidir (15).

Paloc’taki genlerin en ucunda bulunan tcdC geni ise tcdR’nin aksine bir
negatif regiilatér olarak toksin olusumunu kontrol eder (34). Bu tcdC proteini
PaLoc’un transkripsiyonu onlemek igin tcdR ile RNA polimerazin iliskisini bloke
eden bir antisigma faktorii olarak rol oynar (15, 33). TcdC eksponansiyel iireme
fazinda, diger biitiin genler ise sitasyoner fazda eksprese olur (15). TcdA ve tcdB’nin
tiretimi kokene ve besin miktar1 (glikoziaminoasit, biyotin gibi), sicaklik gibi ¢evresel

faktorlerle subinhibitor konsantrasyonda antibiyotik varligina baghdir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. C. difficile toksin tiretimi diizenlenmesi (35).

Antibiotics

Bir diger toksin diizenleyici gen PaLoc disinda bulunan CodY genidir. Bu gen,
cevresel besin maddelerine (karbonhidrat, aminoasit gibi) gore hareket eder. Belirli
aminoasitler ve GTP gibi yeterli besin varhiginda CodY’nin tcdR’nin promotdr
bolgesine baglandigi ve toksin gen ekspresyonu baskiladigr gosterilmistir (Sekil 2.3).
Besin eksikligi s6z konusu oldugunda, toksin geni ekspresyonu iizerindeki baski
kalkar. Bir toksin geni regiilatorii olarak CodY’nin tanimlanmasi, C. difficile
tedavisinde faydali olabilecek bilesiklerin gelistirilmesi ac¢isindan potansiyel bir hedef

olarak da diistiniilmektedir (15).
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Sekil 2.3. CodY geni tarafindan toksin tiretiminin diizenlenmesi (36).

Toksin A (tcdA), 308 kDa’luk bir enterotoksindir, toksin B ise (tcdB) 270
kDa’luk bir sitotoksindir. Toksin A ve B genel olarak birbirleriyle %66 aminoasit

homolojisi gosterirler. Her iki toksinde homoloji gosteren baslica bolgeler, toksinlerin



enzimatik ve reseptor baglayan bolgeleridir. tcdA ve tcdB’nin N terminal bolgesinde
%74 homoloji goriiliir. Bu homoloji her iki toksinin benzer substrat 6zgiilliigii i¢in bir
temel olusturmaktadir (17).

Toksinlerin aktivitesi amino-terminal (N-terminal) bolgede bulunur ve ilk 543
aminoasit, glikoziltransferaz aktivitesinin tamamen ortaya c¢ikmasi ig¢in yeterlidir.
Sitozoliin i¢inde bulunan bu kisma girmeden Once bu aminoasit segmentinin
ayrilmasi korunmus bir bolgede (sistein proteaz bolgesi) meydana gelir (15).

Toksin A ve B’nin hedef hiicrede baglandigi reseptorler heniiz
belirlenememistir (37). Insanda kolonda bulunan gp96 glikoproteinin toksin A i¢in bir
koreseptér oldugu bildirilmektedir (15). Toksinler konak hiicre zarinda farkli
bolgelere tropizm gosterirler. tcdA konak hiicrenin apikal bolgesine daha etkili bir
sekilde baglanirken, tcdB konak hiicrenin bazolateral bolgesindeki bilinmeyen bir
reseptore baglanmaktadir (32).

Toksinler reseptorle iligkili endositoz yoluyla konak hiicrelere girerler.
Endozoma giren toksinler orada aktifleserek translokasyonu saglar, toksinlerden
ayrilan katalitik bolge sitoplazmaya girer (16, 32). Hiicre i¢ine girdiginde toksinlerin
hedefi Rho ve Ras ailesinden Rho, Rac, ve cdc gibi kii¢iik guanin trifosfatazlardir
(GTPaz’lar). Toksin aktive olduktan sonra konak GTPaz’larin1 glikozilleyerek
inaktive eder (33, 38). Glikolizasyon, Rho GTPaz’larin aktif yapisi i¢in gerekli olan
yapisal degisiklikleri engellemis olur (15) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. C. difficile toksin A ve B’nin intestinal epitel iizerine etkisi (39).




C. difficile’nin, ikili toksin [binary toksin = C. difficile Transferaz (CDT)] adi
verilen tligiincii bir toksini daha vardir. Binary toksin, hiicre iskeletine zarar vererek
hiicrenin yuvarlaklasmas1 ve sonugta hiicre dliimiine yol agan aktine 6zgiil bir ADP-
ribozil transferazdir. Binary toksinin alt liniteleri (CdtA ve CdtB) tek baslarina toksik
Ozellikte olmayip, in vitro kosullarda birlikte etki gostererek vero hiicrelerinde
sitotoksisiteye neden olmaktadir. Bu toksin, 6.2 kb’lik CDT lokusunda (CdtLoc)
kodlanir. CDT lokusu suslarin yaklasik %6-12.5’unda bulunur (15,32). CDT’nin
patogenezdeki rolii tam olarak anlagilamamistir. CDT insidansinin kimi epidemik
kokenlerde (027 ve 078 ribotipleri gibi) daha yiliksek olmasi ve CDT olusturan C.
difficile kokenlerinin bu toksini olusturmayan kokenlere gore daha yiiksek
mortaliteye neden olmasi CDT’nin hastaligin siddetine katkida bulundugunu
diisindirmektedir (16, 19). Yeni bulgular, CDT’nin epitel hiicrelerinin yiizeyi
tizerinde yeni, ince dinamik mikrotiibiillerin olusumuna neden oldugunu ve bu
yapilarin  Clostridium’larin aderansinin 4-5 kat artmasina yol agarak bagirsak
kolonizasyonunda 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (40). CDT reseptorii
olarak bir lipoprotein reseptor (LSR) tanimlanmistir (41).

Patogenezde ilk adim bagirsak epitelinin C. difficile ile kolonizasyonudur.
Konak hiicresine adezyon, patojen kdkenlerin virulansi i¢in dnemlidir. Virulansi fazla
olan kokenlerin aderansi, virulan ve toksijenik olmayan kokenlerden c¢ok daha
fazladir. Toksin A fazla iireten kdkenlerin toksin A az iireten kokenlere gore daha
virulan oldugu tespit edilmistir. Bu durum toksin A’nin bagirsak epiteli lizerinde
kendine ait reseptoriine baglanarak patogenezin ilk basamagini olusturdugunun
gostergesidir. Tiim olgularda aderansin en belirgin oldugu boélgeler terminal ileum,
¢ekum ve kolondur (42, 43). C. difficile flajellas1 olup hareketlidir. Bagirsakta
hiicrelere baglanmay1r saglayan yapilardan biri fimbrialardir. Bu yapilarin
kolonizasyondaki rolii agik degildir. Mikroorganizmanin fizikokimyasal 6zellikleri de
adezyona katkida bulunur. C. difficile nin hiicre yiizeyi hidrofobiktir ve pozitif yiik
tagir. Negatif yiiklii konak hiicre duvar ile iligkisinin C. difficile nin bagirsakta
kolonize olmasina katkida bulundugu diistintilmektedir [24].

C. difficile patogenezinde en Onemli adimlardan biri, bircok adezyon
faktoriiniin rol oynadigi kolonizasyondur. C. difficile kolonizasyonuna katkida
bulunan bu faktorler bakterinin bagirsak epitel hiicrelerine ve bazi hiicre dis1 matriks

bilesenlerine baglanmasinda rol oynarlar (15, 16). C. difficile’nin konak hiicrelerine
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aderans1 ylizey proteinleri araciligiyla olur. Kolonizasyon siirecinde yer alan farkli
adezinler bulunmaktadir. Bu adezinler konakta hem inflamatuar hem de antikor
yanitin1 uyarabilmektedir (44). C. difficile’nin kolonizasyon siirecinde 6nemli oldugu
diisiiniilen adezinler, yiizey tabakasi (SLP; S tabakasi) ve hiicre duvari proteinleri
(CWP)’dir. Yiizey tabakasi proteinleri bakterinin bagirsak mukozasina aderansi igin
onemlidir. In-vitro kosullarda aderansa en biiyiik katkiyr saglayan SIpA proteinidir.
Hiicre duvart proteinleri, Cwp84 ve Cwpl3 olarak bilinir. Cwp84, SIpA’y1 ayristirip
isleyerek ylizey tabakasi biitiinliiglinde 6nemli bir rol oynar (19). Cwp13, Cwp84’iin
islevini dogru bir sekilde yapmasindan sorumludur (45).

Bakterinin kolonizasyonunu saglamada bir diger Onemli yap1 peritrik6z
flagellasidir (19). Tasteyre ve arkadaslarinin yaptiklart ¢alismalar sonucunda C.
difficile flagellasin1 kodlayan gen lokusunda flagellin monomeri (fliC) ve flagellar
cap proteinini de (fliD) kodladigi bulunmustur. Bu fliD proteini, mukusa baglanmada
gorev yapmaktadir (46).

C. difficile’nin PS-1 ve PS-2 adl iki hiicre yiizey polisakkariti tanimlanmustir.
PS-1 sadece NAP-1 kokeninde, PS-2 ise tiim kokenlerde bulunur. Yakin zamanda PS-
1 ve PS-2 kimyasal olarak sentez edilmistir ve her ikisinde de CDE’ye karsi
asilamada potansiyel antijenler olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger bir polisakkarit
olan petidoglikan, yapisinda varyasyonlar yaparak beta laktam antibiyotiklere ve
lizozime direng gelistirebilirler (19).

Kolonizasyonda rolii oldugu diisliniilen fibronektin baglayic1 proteinlerden
(Fbp) Fbp68 ve FbpA C. difficile genomlarinda tanimlanmiglardir (45).

C. difficile patogenezinde bir diger Onemli faktoér, bakterinin spor
olusturmasidir. Kolon disindaki ortamda hayatta kalabilmek i¢in spor olusturur.
CDE’li hastalarin son derece bulasici olan enfektif sporlar1 digkilariyla ytliksek oranda
¢ikarmasi ve saglik calisanlar1 ve hastalar arasinda sporlarin kolaylikla yayilabilmesi
Ozellikle hastane ortaminda sorun olusturmaktadir (19). Besinden zengin ortamda
sodyum taurokolat ve sodyum kolatin C. difficile sporlarmin germinasyonunu
uyardigi uzun yillar 6nce gosterilmistir. Safra tuzlari, C. difficile sporlar1 i¢in bilinen
germinasyon faktorleridir (45). Antibiyotik tedavisi kesildikten sonra, barsagin
kommensal bakterilerle yeniden kolonizasyonunun C. difficile’nin irettigi ve diger
mikroplara kars1 toksik ozellikte olan para-krezol tarafindan Onlendigi ileri

siriilmiistiir. Tirozinin transaminasyonuyla olusan bu bilesik bakteriyostatik
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Ozelliktedir. P-krezol olusturma ozelligi sadece birka¢ bakteride goriiliir ve bu
Ozellikle diger bagirsak florasi bakterilerine karsi C. difficile’ye rekabet avantaji
saglayarak CDE gelismesine katkida bulunan 6nemli bir viriilans faktorii olabilecegi
diistintilmektedir(16).

Toksinler hastaligin patogenezinde en 6énemli role sahip olsa da son bulgular
kombinasyon halinde hareket eden C. difficile viriilans faktorlerinin konagin
inflamatuvar cevabini arttirma potansiyeline sahip oldugunu ve toksin ve toksin
disindaki virtilans faktorlerinin yani sira, mikrobiyomun bilesimi ve iglevi ile konak
faktorlerinin  CDE patogenezi iizerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugunu
gostermektedir (47).

C. difficile kolitinde, kolonik mukozada masif nétrofil toplanmasi
karakteristiktir. Psddomembrandz kolitte, nétrofilden zengin psddomembran ve
mikroapselerden olusan inflamatuvar infiltrasyon gelisir (48). interlokin (IL)-1, I1L-8,
TNF alfa ve lokotrien B4 inflamatuvar bolge hiicrelerinden salinan {iriinler olup,
notrofillerin inflamatuvar bolgeye toplanmasinda etkilidir. Her iki toksinde
monositlerden TNF salinimini arttirmaktadir. Toksinler ayrica, lamina propriada
monosit ve makrofajlart aktive ederek IL-8 salimimimi arttirmakta ve bdylece
mukozada notrofil ektravazasyonu ve doku infiltrasyonu ile kemotaktik gradient
gelistirmektedir (49). Toksin A komsu duyusal noronlardan substrat P salgilatarak,
mast hiicrelerini de aktive ederek inflamasyonu agirlagtirmaktadir (50).

C. difficile koliti biyopsilerinde, lamina propriada damar konjesyonu ve notrofil
infiltrasyonu belirgindir. Calderon ve arkadaslari, Toksin A’nin nétrofil, mast
hiicreleri ve makrofajlari in vitro aktive edebildigini gostermistir (50). Az miktarda
toksin nétrofilleri direkt aktive edemeyebilir ancak doku makrofajlarini aktive ederek
IL-8 ve diger proinflamatuvar sitokinlerin {iretimini arttirir. Inflamatuvar kaskat
tetiklenince, belirgin akut inflamatuvar hiicre infiltrasyonu geliserek mukoza hasari

ve fokal psddomembran gelisimine yol agar (49).
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2.2. Klinik

C. difficile, saglikli kisilerin yaklasik %3-5’inin bagirsak florasinda saptanirken,
hastanede yatanlarda ise oran %20 civarindadir. Yenidoganlarda ise gastrointestinal
sisteminde %60-70 oraninda kolonize olabilmektedir (7). Antibiyotik ile iligkili ishal
olgularinmn  %15-25’inde etken C. difficile’dir (1). ik olarak 1978 yilinda
antibiyotikle iliskili ishal nedeni olarak rapor edilmistir (51). Klinik tablo, kendini
sinirlayan ishalden, PMC’ye kadar degisebilmektedir. PMC’lerin ise %99’undan C.
difficile sorumludur (5). Onceleri klindamisin kullanimu ile iliskilendirilen C. difficile
kolitinin, kolon florasina etkili ampisilin, amoksisilin ve sefalosporinler gibi diger
antibiyotiklerin kullanimindan sonra da ortaya ¢iktigi saptanmistir (1).

Saglikli yenidoganlarin %50’sinden fazlasi C. difficile tasiyicisidir. Bu oran
cografi ozelliklere gore degisiklik gosterse de saglikli eriskinlerde %1 civarindadir.
Antibiyotik tedavisi goren erigkinlerin %25’inin C. difficile ile kolonize oldugu
saptanmis, ancak tasiyiciligi belirleyen konak ve bakteriye ait faktorler tam olarak
anlagilamamistir. Kaynak gorevi goren asemptomatik tasiyicilar fekal yolla
organizmay1 etrafa yayarak cevreyi kontamine ederler ve daha duyarli hastalara
bulagmayi saglayarak enfeksiyon zincirini devam ettirirler. Tasiyicilik oranlari tedavi
ile azalmaz. Bu sebeple tasiyicilarda tedavi onerilmemektedir. Herhangi bir nedenden
dolay1 bu hastalar antibiyotik verilecek olursa, tedavi sirasinda veya kullanimdan kisa
slire sonra ishal gelisebilir (52, 53).

C. difficile ile iligkili hastaliklar degisik klinik tablolar sergilemektedir.
Antibiyotik tedavisi ile iliskilendirilen C. difficile ishali ile antibiyotik kullanimina
bagl gelisen ishalin ayrimimin yapilmasi 6nemlidir. Antibiyotik tedavisi bittikten 6-8
hafta sonrasinda dahi semptomlar ortaya ¢ikabilmekte ve bu durum tanisal karigikliga
yol agabilmektedir (39, 54). Hastaneye yatistan sonraki ilk 48 saatte veya hastane
cikisindan sonraki 4 hafta icinde gelisirse toplum kaynakli; hastane ¢ikisindan sonraki
4-12 hafta i¢inde gelisirse baslangici belirsiz; ¢ikistan 12 haftadan sonraki zamanda
gelisirse yine toplum kaynakli CDE, hastaneye yatistan sonraki 48 saatte ortaya
cikarsa hastane kaynakli CDE seklinde siniflandirilmaktadir (9). C. difficile ishali,
siklikla karmm agrist ile birlikte hafif veya orta siddette ishal ile kendini

gostermektedir. Halsizlik ve ates nadir de olsa goriilebilmektedir. Antibiyotik tedavisi
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esnasinda, kisa bir siire sonra veya birka¢ hafta sonra olusabilmektedir. En onemli
laboratuvar bulgulari 16kositoz ve hipoalbuminemidir (55).

C. difficile koliti, en sik goriilen CDE tablosudur. PMC olmasa da klinik ciddi
seyredebilmektedir. Hastalarda hafif ve orta siddette karin agrisi, bulanti, kusma,
istahsizlik ve sulu ishal vardir. Sigmoidoskopide 6zgiil olmayan yaygin veya yama

tarzinda psddomembransiz eritematoz kolit tablosu goriilebilmektedir (55) (Resim 2.1).

Resim 2.1. Clostridium difficile koliti, min6r degisiklikler (34).

PMC, C. difficile kolitinin klasik tipi olarak bilinmektedir. C. difficile kolitinden
daha agir seyreder; hastalarda siddetli ishal ile birlikte sag veya sol alt kadranda
yogun bir rahatsizlik hissi vardir. Hastalarin endoskopik muayenelerinde genellikle
kalin bagirsak proksimalinde 2-10 mm capinda, sar1 renkli plak artis1 seklinde ve
kolorektal mukoza boyunca psddomembran dagilimlar1 goriilebilmektedir (Resim
2.2). Laboratuvar bulgusu olarak beyaz kan hiicresi sayist 20.000/ul {izerinde albumin

seviyesi ise 3.0 g/dl veya daha az olarak izlenmektedir (56).
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Resim 2.2. PMC, sari renkli plaklar (psdédomembranlar) (35).

Fulminant C. difficile enfeksiyonu, ileus, megakolon, kolon perforasyonu ve
olim gibi ciddi komplikasyonla seyredebilmekte ve CDE’li hastalarin %2-3’linde
goriilebilmektedir. Hastalar birka¢ saat gibi kisa zaman i¢inde veya haftalar igcinde
fulminan CDE tablosuna girebilir. Burada hastanin yasi, immun durumu, altta yatan
bagka hastaliklar1 ve bakterinin toksin iiretimi etkili olmaktadir. Hastalarda ishal, alt
kadran veya yaygin karin agris1 ile birlikte siskinlik vardir. Bazi hastalarda yiiksek
ates, lislime ve titreme belirtileri olabilmektedir. Kotii prognozlu hastalarda peritonit
belirtisi olabilecek siddetli karin agrist veya 50.000/ul ilizerinde beyaz kan hiicre
seviyesi veya 5 mmol/l iizerinde laktat seviyesi vardir. Hastaligin kontrol altina
alinmasinda erken tani ve tedavi biiyiik onem tasimaktadir (55). Rekiirrent CDE,
vankomisin veya metronidazol ile tedavi edilen hastalarda birka¢ hafta i¢inde tekrar
ishal ve diger semptomlarin ortaya ¢ikmasi tablosu rekurent CDE olarak adlandirilir.
CDE’li hastalarin %20’sinde rekiirrens goriilmektedir. Birinci rekiirrensten sonra
olgularin %40’inda ikinci rekiirrens, ikinci rekiirrens olusan hastalarin %60’ inda
ticlinci rekiirrens goriilebilmektedir. Rekiirrens goriilen olgular, orijinal izolat
(relaps) veya farkli izolat (reenfeksiyon) ile olusabilmektedir. C. difficile

enfeksiyonlarinda, kan akimi enfeksiyonu, yara ve eklem enfeksiyonu gibi
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enfeksiyonlar goriilebilmektedir. Ayrica irritabl bagirsak hastaligi ve reaktif artrit gibi
reaktif veya postenfeksiyoz sendromlar ortaya ¢ikabilir (55).

Nozokomiyal diyare, hastanin hastaneye yatisindan 72 saat sonra baslayan, en
az 2 gindiir devam etmekte olan glinde 2 veya daha fazla sulu diskilama olarak
tanimlanmaktadir. Kiiciik c¢ocuklarda, yashilarda ve yogun bakim servislerinde
insidans yiiksektir; 70 yasin lstiinde en yiiksek insidans (%17-31) ve en yiiksek
mortalite hizlarina (%21-83) sahiptir (11).

Nozokomiyal diyarelerin en sik enfeksiydz nedenleri C. difficile’dir. Bunu
sirasiyla, Candida tiirleri ve ¢ocuklarda Rotavirus takip etmektedir. Toplumdan
kazanilmig akut diyarelerde sik izole edilen Shigella spp., Salmonella spp.,
Enterohemorajik Escherichia coli ve Campylobacter spp. gibi bakteriler ise
nozokomiyal diyarelerin sadece %1’inden sorumludur (57, 58).

AAD’lerin bir baska nedeni de C. perfringens’tir. Bu bakteri, insan ve
hayvanlarin bagirsak floralarinda bulunurlar. Sporlar1 toprakta ve sedimentlerde
canliligin siirdiiriir ve bu bakteriye rastlanmasi fekal kontaminasyonun gdstergesidir.
Tespit edilen dort ana tip ekzotoksin mevcuttur. Bunlara alfa (o), beta (B), epsilon (g)
ve iota (i) adlart verilmistir. Bunlarin olusturulma durumuna bagli olarak C.
perfringens suslar1 5’¢ ayrilmis ve A, B, C, D, E adlan verilmistir. C. perfringens tip
A; Alfa, Tip B; Alfa, Beta ve Epsilon, Tip C; Alfa ve Beta, Tip D; Alfa ve Epsilon,
Tip E; Alfa ve iota toksinlerini salgilarlar (59). C. perfringens tip A suslari, klinik
olarak 6nemli olan bir enterotoksin (CPE) iiretirler (60). Enterotoksinler CPE geni
tarafindan kodlanir. Tiim C. perfringens kokenlerinde bu gen bulunmayabilir. Bu geni
bulunduran kokenler enterotoksin salgilayarak konak hiicre membraninda kanallar
acarak etkisini gostermektedir ve bu gen plazmid iizerinde tasinir (61). C. difficile
gibi C. perfringens’in CPE toksininde de AAD’ye neden oldugu bulunmustur. Ancak
C. difficile’nin aksine bagirsakta psddomembran olusturmazlar (62). Tanida diski
orneklerinde enterotoksinin saptanmasinda EIA veya vero hiicre sitotoksisite testi
kullanilir. Tanmida kiltiir kullanilmaz ¢linkii tiim kokenler enterotoksin iiretmezler
(63). Tedavi yaklasimlarinin farkliliklarindan dolay:r C. difficile ve C. perfringens

diyarelerinin birbirinden ayriminin yapilmasi gerekmektedir.
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2.3. Epidemiyoloji

Son yillarda CDE, tiim diinyada 6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir. 2001
yilinin baglarinda, CDE epidemiyolojisinde degisiklik olmustur. Hastaligin sadece
insidans1 artmamis, siddeti de artmustir. Ozellikle 65 yas ve iizeri kisilerde 45-64 yas
grubuna gore 5 kat daha fazla artis gozlenmistir (9).

Antibiyotige bagli ishal etkeni olan C. difficile, fekal oral yolla bulasir. Sporlari
hastanelerde tuvalet, kiivet, yer zeminlerinde, termometre, tansiyon aleti mansonunda
sik olarak saptanabilmekte ve semptomatik hasta taburcu edildikten sonra hasta
odalarinda ve yer zeminlerinde aylarca canli kalabilmektedir. Ancak vegetatif formu,
bagirsak disinda 24 saat icinde Olmektedir. Hastalar siklikla hastanede yatan
hastalarin ¢evresinde bulunan sporlarin varligi nedeni ile kolonize olabilirler. Sporlari
gastrik aside direnglidirler. C. difficile hastane personelinin elleri ile hastadan hastaya
tasinabilir. El yikama, eldiven kullaniminin arttirilmasi bulasi 6nlemek i¢in dogrudan
hastalarla temas olan yogun bakim tinitelerinde 6zellikle ¢ok 6nemlidir. Enfeksiyon
icin bilinen 6nemli risk faktorii enfekte hasta ile ayn1 oday1 paylagsmaktadir. Boylece
hastadan hastaya veya c¢evreden hastaya c¢apraz bulasma ile enfeksiyon
gelisebilmektedir (64).

Quebec Kanada’da, 1991 ile 2003 yillar1 arasinda yapilan retrospektif bir
calismada CDE insidansi, her 100.000 kiside 35.6’dan 156.3’e ¢ikmustir (65). Kasim
2004 ile Nisan 2005 yillar1 arasinda yapilan bagka bir ¢alismada da her 1000 kisi i¢in
bu oran 4.6 olarak bulunmustur (66).

Avrupa’da CDE insidanst ile ilgili ilk ¢alisma, Avrupa Clostridium Difficile
Calisma Grubu (ESGCD) tarafindan yapilmistir. 2002 yilinda 212 hastanenin
katildig1 bu ¢alismada CDE insidans1 her 10.000 kiside 11 olarak bulunmustur (67).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda da Amerika, Kanada ve Avrupa’da CDE
insidansinin dramatik bir artig gosterdigi goriilmiistiir (66, 68). Amerika’da goriilme
sikliginda artis 3.5 kat, mortalitedeki artis ise 4 kat olmustur (69). Ayrica ¢ocuklarda
ve saglikli bireylerde de CDE oranlarinda artis oldugu belirtilmistir (70). Bu artis,
hipervirulan epidemik bir C. difficile kokenine baglanmistir. Bu kdkene, restriksiyon
endoniikleaz analiz paterni ile BI, pulsed-field jel elektroforeziyle NAP1, PZR
ribotiplendirmesine gore de 027 kokeni adi verilmistir. Giiniimiizde BI/NAP1/027

olarak adlandirilmaktadir (9). Bu sus, hizli yayilma ve hipervirulan olma 6zelliklerine
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sahiptir. Bu kokende tcdC geninde mutasyon olup, diger C. difficile kokenlerine gére
16 kat daha fazla toksin A ve 23 kat daha fazla toksin B tiretmektedir (71). Ayrica
binary toksin adinda ii¢iincii bir toksini de bulunmaktadir (72). Binary toksinin rolii
tam olarak anlagilamamistir. Ancak toksin A ve B ile birlikte daha ciddi hastaliklara
neden oldugu kabul edilmektedir (73). Diger bir 6zelligi de florokinolon grubu
antibiyotiklere olan direnciyle daha ¢ok yayilma gosterebilmesidir (72). Son bilgilere

gore bu kokenin sporulasyonu ile diger kokenlerinki arasinda fark yoktur (74).

2.4. Risk Faktorleri

CDE gelisimine neden olan en Onemli degistirilebilir risk faktori,
antimikrobiyal ajanlara maruz kalmadir. Antimikrobiyal ajanlar, normal bagirsak
florasin1  baskilayarak C. difficile’nin baskin hale gelmesine neden olurlar.
Antimikrobiyallerin uzun siire ve ¢oklu kullanimi bu riski artirmaktadir (9). En sik
klindamisin, penisilinler, sefalosporinler ve florokinolonlar hastalifa yol agsa da
hemen hemen tiim antimikrobiyaller bu hastalikla iligkilidir.1989 ve 1992 yillari
arasinda klindamisin kullanimina bagli, klindamisin direncli sus kaynakli salginlar
goriilmiistiir. Son donemlerde ise florokinolonlara direngli olan BI/NAP1/027 susuna
baglh salgmlar goriilmektedir. 3. ve 4. kusak sefalosporinler, dar spektrumlu
penisilinlere (penisilin V ve G) gore daha fazla bu hastalikla iliskilidir. Antibiyotik
kullaniminda kisitlama ile CDE insidansinda azalma gozlenmistir.

Kanser kemoterapisi diger bir risk faktoriidiir. Doksorubisin, sisplatin,
siklofosfamid, 5-florourasil, klorambusil ve metotreksat gibi ilaglar bu hastaliga yol
acabilmektedir (75).

Onemli risk faktorlerinden birisi ilerlemis yastir. 65 yas ve iistii kisilerde CDE
goriilme riski diger yas gruplarindan 5 kat daha fazladir. ileri yas, rekiirren
enfeksiyon ve salginlar i¢in de 6nemli bir risk faktoridiir (76, 77).

Ileri yasa ek olarak hastanede kalis siiresi ve C. difficile’ye maruziyet de risk
faktorlerindendir (9).

Gastrointestinal cerrahi, nazogastrik tiiple beslenme, inflamatuvar bagirsak
hastaligi, gastrik asidin azalmasi olasi risk faktorlerindendir (9, 78-82). Gastrik asitin
azalmasina bagli hastalik gelisimi ile ilgili calismalar yapilmaktadir. Bazi

caligmalarda proton pompa inhibitdr (PPI) ve histamin reseptor-2 blokorlerine (H-2B)
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bagl gastrik asit azalmasiyla hastalik gelistigi bildirilmistir (83-85). Yapilan iki meta
analize gore, PPI ve H-2B kullanimi ile CDE arasinda iliski olduguna dair gii¢lii
kanitlar vardir (86-88). Ancak PPI kullaniminin, rekiirren CDE’ye neden olmadigi
gosterilmistir (89).

Son yillarda yapilan caligmalara gore antidepresan ila¢ kullanimi da CDE
gelismesinde rol oynamaktadir (90, 91).

Immiinolojik yamt da CDE olusumunda kritik 6neme sahiptir. Konagimn
immunglobulin G cevabi semptomatik hastaliga ve relapsa karsi korumaktadir (75).
Immunsupresyon olan durumlarda (malignitesi olanlar, kortikosteroid tedavisi

alanlar, transplantli hastalar, siroz gibi) CDE insidansi artmaktadir (78).

2.5. Tam Yontemleri

Hastalarda 36 saatte en az alt1 sulu ishal, 48 saat i¢inde sekizin lizerinde sekilsiz
ishal veya iki giin i¢in giinde ii¢ sekilsiz ishal olmasi klinisyenlere CDE varligini
diistindiirmelidir (92).

Dogru, giivenilir ve hizli tan1 6zellikle hastane kaynakli CDE’lerin kontrol
altina alinmas1 ve hasta takibi agisindan 6nemlidir. CDE tanisi, antibiyotik kullanim
Oykiisii olan ishalli hastalarda, laboratuvar bulgulariyla desteklenerek konulan klinik
bir tanidir. Hastanede AAD gelisen hastalarin yaklasik %30’unda neden CDE olus
nedenini saptamaya yonelik tani testlerini yapmadan ampirik tedavi uygulanmasi
uygun degildir. Asemptomatik tasiyicilarda yalanci pozitiflik goriilecegi icin tani
testlerinin yapilmasi 6nerilmemektedir (9).

C. difficile toksinleri 1siya hassas oldugundan diski laboratuvara buz iginde
gonderilmelidir; diski ¢alisma zamanina gore buzdolabinda 2-3 giin, daha uzun siire
bekletilecekse -70°C’de saklanmalidir. Oda 1sisinda ve -20°C’de toksin zamanla
azalmaktadir. Sitotoksin aktivitesi 22°C’de saklanan diskilarda 2 log azalmaktadir.
Bunun disinda ishali olmayan yani sekilli (solid) diskida toksin arastirilmasi ishalsiz
ileuslu hastalarda ornek olarak kullanilabilmektedir. Semptomlarin baglangicinda
alinan bir veya iki ornek genellikle tan1 i¢in yeterlidir. Eger birinci 6rnek negatif ise
ilave disk1 6rnegi ile testin tekrarlanmasi faydali olabilir. Ug farkli disk1 6rneginin test
edilmesi pozitiflik olasiligim1i %10 civarinda arttirmasina ragmen maliyeti

yiikselttiginden dolay1 tavsiye edilmemektedir (9).
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Tanida; endoskopik inceleme, radyolojik incelemeler diiz karn grafisi,

bilgisayarli tomografi (BT) ve laboratuvar tan1 metotlarina basvurulur.

2.5.1. Endoskopik inceleme

Invaziv, pahali ve uzman gerektiren bir ydntemdir. Endoskopik incelemede
eritemli, 0demli, ciddi inflamasyonlu ortamda, 6zgiil psédomembranlar goriiliir;
yiizeyden kabarik 2-10 mm ¢apinda normal mukoza ile ¢evrili lezyonlar tipiktir; ciddi
olgularda lezyonlar plaklar olusturmak {iizere birlesir. Histopatolojik incelemede
plaklarin fibrin, mukus, nekrotik epitel hiicreleri ve lokositlerden olustugu goriiliir.
Daha hafif seyirli olgularda plak olusumu goriilmez; sadece yaygin mikroskobik kolit
saptanir (93).

Genellikle distal kolon tutuldugundan olgularin ¢ogunda (%65-70)
sigmoidoskopi yeterli olmaktadir. Olgularin 1/3’iinde lezyonlar sag kolonda yerlesir
ve bu durumda kolonoskopi gereklidir.

Endoskopik inceleme invaziv, pahali ve uzman gerektiren bir yontemdir.
PMC’de duyarliligt %51, ozgilligli yaklastk %100 olarak bildirilmektedir.
Sitomegaloviriis (CMV) kolitinde de PMC gériiniimii olabilecegi hatirlanmalidir (94).

2.5.2. Radyolojik inceleme

Direkt radyolojik incelemeler genelde 6zgiil olmayan bulgular verir. Kolitli
olgularda diiz grafide distansiyonla birlikte belirgin 6dem ve haustralarin
goriintiisiiniin bozulmus oldugu saptanir (94, 95).

BT genellikle komplike CDE olgularinda kullanilmalidir. BT de kolona sinirlt
degisiklikler saptanir. Kolonda 4 mm’den fazla kalinlagma, bir veya daha fazla
perikolonil ‘stranding’, kolon duvarinda nodiiler haustral kalinlagma (akordiyon
bulgusu), bagka bir nedenle izah edilemeyen asit BT ile saptanan degisikliklerdir.
Degisiklikler fokal veya pankolonik olabilir. BT nin duyarliligi %52-88, 6zgilliigi
%48-93, pozitif tahmin degeri %88, negatif tahmin degeri %67 olarak saptanmistir
(14).
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2.5.3. Laboratuvar metodlar1

C. difficile tamisinda duyarliliklar1 farkli olan degisik klinik mikrobiyolojik
metotlar kullanilir. Mikroskobik inceleme, kiiltiir, sitotoksisite veya immiinolojik
metotlarla Toksin A/B aranmasi, molekiiler metotlar, kromotografik teknikler bunlar

arasindadir (96).

2.5.3.1. Mikroskobik inceleme

Antibiyotikle iliskili ishal disindaki tablolarda diskida eritrosit ve lokositler
vardir. Digki Gram boyamasinda, floranin degistigini gosteren baskin bakteri imaji
goriilebilir, ama duyarlilik ve 6zgiilliikk sorunlar1 vardir (97). Direkt floresan antikor
yonteminin toksin arastiran testlere %92 uyumlu oldugu saptanmig, ama ayni
yontemle saglikli kisilerde %62 oraninda pozitif sonu¢ elde edilmistir. Yalanci
pozitifligin nedeni C. difficile ile ortak antijenlere sahip C. bifermentas / C.
sordelii’dir (96).

2.5.3.2. Hiicre kiiltiirii sitotoksisite notralizasyon deneyleri

Uzun donemdir hiicre kiiltliri sitotoksisite yontemi klinik 6rneklerde toksin
(toksin B) varligimi direkt olarak gosterdigi icin referans yontem olarak kabul
edilmektedir. Bu yontemle toksin B’nin 10pg miktar1 tespit edilebilir. Toksin
varliginin C. difficile veya capraz reaksiyon veren C. sordellii antitoksini ile
dogrulanmas: gerekmektedir. Sitotoksin tespitinde Vero hiicreleri, Hep 2 hiicreleri,
Mc Coy hiicreleri, insan diploid ve MRC-5 akciger fibroblast hiicre kiiltiirleri
kullanilmaktadir (98). Bu hiicrelerde 24-48 saatlik inkiibasyondan sonra sitotoksine
bagli sitopatik etki gézlemlenir. Sitopatik etki gozlenirse, hem C. sordellii hem de C.
difficile antiserumlar1 kullanilarak nétralizasyon deneyleri uygulanir. Oncelikli olarak
toksin B’yi saptayan bu yontem bazi 6l¢iimlerde toksin A’y1 da saptayabilmektedir.
Bu ydntemin performansini etkileyen cesitli faktorler vardir. Ornegin transportunda
gecikme olursa, ornekteki toksin indirgenecegi i¢in yanlis negatif sonuclar olusabilir
(99). Testin ozgiilliigl yiiksek (%97), duyarliligi %75-85 arasinda olup, toksijenik
kiiltiirden daha diisiik duyarliliga sahiptir. Pahali, zaman alic1 olmas1 ve hiicre kiiltiir
alt yapisim gerektirdiginden rutin laboratuvarlar tarafindan tercih edilmemektedir
(100, 101).
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2.5.3.3. Kiiltiir

Anaerobik digki kiiltiirleri, C. difficile tanisi i¢in en duyarl testtir. Test ucuzdur,
ancak 2 ila 5 giin arasinda sonu¢lanmaktadir. Hiicre kiiltiirii ile kombinasyonunda,
yiiksek duyarlilik (%94-%100) ve ozgillige (%99) ulasir (102). Kiiltiir igin fekal
ornek, diski, rektal swab veya perirektal swab uygun 6rneklerdir (103).

En sik kullanilan besiyeri CCFA’dir. C. difficile indikat6rlic CCFA besiyerinde
UV lambasi altinda incelendiginde floresans veren, yaklagik 2-4 mm ¢apinda, altin
saris1 renginde koloniler olusturur (Resim 2.3). C. difficile, kanli agar besiyerinde, 48
saatlik anaerob inkiibasyonu takiben, hemolizsiz, at diskis1 kokusunda, sarimsi-yesil

floresans veren yaklasik 2-4 mm ¢apinda, koloniler olusturmaktadir (39).

Resim 2.3. C. difficile’nin CCFA besiyerindeki goriintiisii (104).

Gram boyamada koloniler tipik olarak gram pozitif veya gram labil basil olarak
goriilmektedir. Kiiltiirde tireyen Kkolonilerden, MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted
Laser Desorption Ionization-Time of Flight Mass Spectrometry) kullanilarak
tanimlama  yapilabilmektedir. C. difficile’nin  AAD’ye neden oldugunun
anlagilmasindan sonra ¢evresel ve klinik Orneklerdeki bakterinin izolasyonunu
arttirmak i¢in degisik yontemler gelistirilmistir. Digkinin 1/1 oraninda saf etil alkol ile

karigtirilmasinin ardindan oda 1sisinda en az 45 dakika bekletilmesiyle (alkol sok
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yontemi), kontaminant ¢ogu bakterinin 6ldiigii ve C. difficile izolasyonunun 6nemli
derecede arttig1 tespit edilmistir (99). Sodyum taurokolatin da C. difficile sporlarinin
vegetatif forma gecmesini kolaylastirdigi ve 9%0.2 oraninda CCFA besiyerine eklenen
sodyum taurokolatin, drneklerdeki az sayidaki C. difficile’nin saptanmasinda yararli
oldugu goriilmiistiir (39).

Konvansiyonel kiiltiir yontemlerine ek olarak C. difficile i¢in kromojenik
besiyeri de gelistirilmistir. Bu besiyeri renklenme yaparak C. difficile tanisini
kolaylagtirmaktadir (105). Kromojenik besiyeri, i¢inde bulunan &6zel kromojenik
substratlardan dolay1 diger besiyerlerinden daha pahalidir (99).

Kiltiirtin duyarlilig: yiiksektir. Ancak, yontemin kompleks olusu, toksijenik ve
nontoksijenik suslar1 ayirt edememesi gibi nedenlerle merkezi laboratuvarlarda
uygulanir ve daha ¢ok salgin zamanlarinda epidemiyolojik agidan 6nem kazanir (99).

Tek basina kiiltiir pozitifligi, kolonizasyon ile infeksiyonu ayiramaz (99). Bu
nedenle toksijenik kiiltliir kullanilmalidir. Toksijenik kiiltiirde, ilk olarak bakteri
kiiltiirde Tretilir ardindan EIA yontemiyle veya PZR ile toksin varligina bakilir.
Sonug icin 4-7 gilin gereklidir. Hiicre kiiltiirii sitotoksistesi ndtralizasyon yonteminden
daha yiiksek duyarliliga sahiptir. Bu yiizden altin standart tan1 yontem olarak kabul
edilmektedir. Ancak, C. difficile suslarinin toksin {iretme yetenegini in vitro
gosterdigi i¢in gercekte diskida toksin olmasa da yanlis pozitif sonuglara neden

olabilir. Asemptomatik tasiyicilarda da test sonucu pozitif olabilmektedir (78).

2.5.3.4. Enzim temelli immiinolojik yontemler (Enzim Immunoassay EIA)

Enzim temelli immiinolojik yontemler ilk kez 1984 yilinda C. difficile toksin A
veya C. difficile toksin A ve B’yi tespit etmek i¢in kullanilmigtir (18). Hastaliktan
sorumlu C. difficile toksinlerini saptayan immiinokromotografik/lateral flow
membran immunoassay, microwell ve solid faz testleri gibi ¢ok sayida ticari EIA
testleri gelistirilmistir.

Diskida C. difficile toksinlerinin saptanmasi amacina yonelik olarak onceleri
sadece toksin A’yr saptayan kitler gelistirilmistir ancak simdi Onerildigi gibi hem
toksin A hem de toksin B’yi saptayabilen bir¢ok ticari kit iiretilerek ToksinA-
/ToksinB+ suglarinda saptanmasi saglanmistir. Bu testlerin duyarhilik ve 6zgulliikleri

(%40-%100) oldukca degiskendir.
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Antibiyotikle iligkili ishalde duyarliliklar1 diisiiktiir (%34), antibiyotikle iliskili
kolitte %70’leri asan duyarhilik gosterirler.

PMC olgularinda hemen daima pozitif sonu¢ alinmaktadir. EIA ile 100-1000 pg
seviyesinde Toksin A veya B saptanabilmektedir (94). Yanlis pozitif sonuglarin
coklugu, yanlis negatif sonuglar kadar problem yaratabilir (99).

EIA testlerinin kisa siirede sonu¢ vermesi, uygulanabilirliginin daha kolay,
bunun yani sira ucuz olmasi nedeniyle klinik laboratuvarlar da alternatif bir yontem
olarak onerilmektedir (78). Bu yontemin temelinde, C. difficile’ye karsi gelismis
monoklonal veya poliklonal antikorlarin tespiti bulunur (99).

C. difficile toksinleri disinda, hem toksin olusturan hem de olusturmayan C.
difficile kdkenlerinin rettigi metabolik enzim olan glutamat dehidrogenazi (GDH)
tespit eden EIA testleri de vardir (106). GDH, gluD geni tarafindan kodlanan
metabolik bir enzimdir. Bu antijen C. difficile kdkenleri tarafindan fazla miktarda
tiretilmektedir. Toksin iireten ve liretmeyen kokenleri ayiramadigindan pozitif sonug
elde edildiginde toksin EIA testleri veya molekiiler testlerle dogrulanmasi
gerekmektedir (99). Bu antijen C. sordellii ile capraz reaksiyona neden olabilir. Cogu
laboratuvar ilk basamaginda GDH testi olan iki basamakli algoritmay1
kullanmaktadir. Bu algoritmada ilk dnce GDH testi yapilmakta, eger negatif ise ileri
test yapilmamaktadir. Eger pozitif ise takibinde toksin testi yapilmasi gerekmektedir.
Baz1 EIA kitleri, GDH ve toksini birlikte saptamaktadir. Bu kombinasyon, oldukca
hizli ve molekiiler yontemlerden ¢ok daha ucuzdur. GDH testi pozitif, toksin testi
negatif ise, ya hasta toksijenik olmayan bir C. difficile tasimakta veya toksin testinin
yalanci negatif sonu¢ verdigi diisiiniilmektedir. Her iki test de pozitif ve hasta da
semptomatik ise CDE tanis1 konulmaktadir (107). Bir diger algoritmada ise iig¢
basamak kullanilmaktadir. Bu algoritmada, GDH testi pozitif ve toksini negatif olan
orneklere niikleik asit amplifikasyon testleri (NAAT) veya toksijenik kiiltiir
uygulanir. NAAT veya kiltir pozitif c¢ikarsa toksijenik C. difficile olarak
raporlanmaktadir (108, 109). American Society for Clinical Microbiology (ASM)

tarafindan onerilen algoritmalar Sekil 2.5’te gdsterilmistir.
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A) GDH assay
positive negative =
Negative for toxigenic C. difficile
Toxin A/B assay or Cytotoxin Neutralization
positive = negative ——* NAAT assay or Toxigenic Culture

Positive for
Toxigenic C. difficile

positive = negative =
Positive for Negative for
Toxigenic C. difficile Toxigenic C. difficile
B) GDH-Toxin A/B combination lateral flow assay
both tests positive = both tests negative = one test + and one test —
Positive for Negative for
Toxigenic C. difficile Toxigenic C. difficile l
NAAT or

Toxigenic Culture

— .

positive = negative =
Positive for Negative for
Toxigenic Toxigenic
C. difficile C. difficile

C) NAAT as stand alone test (To date PCR is most sensitive and specific)

positive = negative =
Positive for Negative for
Toxigenic C. difficile Toxigenic C. difficile

Sekil 2.5. ASM’nin tani i¢in 6nerdigi algoritmalar.

2.5.3.5. Molekiiler tam1 yontemleri

C. difficile tanisinda digki Orneklerinde NAA Yontemleri, 1990 yilinin
baglarinda kullanilmaya baslanmistir (110, 111). Bu yontem klinik &rneklerdeki az
miktardaki C. difficile DNA’sinin amplifikasyonu sonucunda saptanabilir hale
getirilmesi temeline dayanmaktadir (8).

Giiniimiizde Real Time PZR sistemleri kullanima girmistir. Bu sistemler, C.
difficile tanisinda sik olarak kullanilmaya baslanmistir. tcdB; tcdA; tcdB, cdtA, tcdC
nt 117 deletion; tcdA, tcdB, cdt nt 117 delesyonu FDA (Food and Drug
Administration) onayt almig molekiiler testlerin hedefleridir. PZR testleri, 45-180
dakika arasinda sonu¢ vermektedir (15). Duyarliligi %100, 6zgilligi ise %99’a
yakin bulunmustur (102, 112).
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Direkt digki 6rneginden calisilabilmesi en 6nemli avantajidir. Fakat bu yontem
ile digkinin transportunun gecikmesi gibi durumlar sebebi ile ¢esitli inhibitorler
salinmakta ve bu sebeple PZR ile sonug elde edilemeyebilmektedir (97).

C. difficile kokenlerinin PZR ile spesifik toksin A, toksin B ve “binary toksin”
primerleri ile toksin gen durumu saptanabilmekte ve bu kdkenler icerisinde varyant

kokenler var ise bunlar tespit edilmektedir (99).

2.5.3.6. Kromatografik yontemler

Diskida ugucu bilesikler; gaz likit kromatografisi (GLK), gaz kromotografisi ve
kitle spektroskopisi kullanilarak arastirilabilir (113). GLK ile diskidan C. difficile i¢in
Ozgiil kalip (izovalerik asit, izokaproik asit veya p-krezol) saptanarak tani konulabilir.
Bu yontem sitotoksin ve kiiltiir sonuglari ile %61 uyumlu bulunmustur. Metot pahali
teknik gerektirir. Ancak arastiricilar GLK’nin C. difficile i¢in iyi bir tarama metodu
olabilecegini belirtmistir (39). Solid faz mikro ekstraksiyon ile elde edilen gaz
bilesimi, gaz kromotografisi ve kitle spektroskopisi kullanilarak da analiz edilir.
Ucucu gazlarin 6zgiil kalibi C. difficile iliskili ishal tamisina katki saglar. indolsiiz
furan tiirleri C. difficile igin 6zgiildiir. Metotla hizli sonu¢ alinir. Rotaviriis ve diger
enterik viriislerin ve Campylobacter spp.’nin tanist i¢in de uygundur ama

kromotografi-kitle spektoroskopisi gerektirmektedir (113).

2.5.3.7. Yardima1 laboratuvar testleri

Fekal laktoferrin, 2 yasindan kiiclik anne siitii alan bebeklerin diskilarinda
goriilebilen demir baglayict bir proteindir (114). Bu protein nétrofil aktivasyonuyla
salinir ve proteolize direnglidir. Intestinal bakterilerle indirgenmez (115). Fekal
laktoferrin diizeyi, C. difficile enfeksiyonunda yiikselir (116). Hatta baz1 ¢aligmalar
sonucunda algoritimlerde ilk sirada yer almasi gerektigi diisiintilmiistiir (115).

Fekal kalprotektin, nétrofillerin sitoplazmalarinda bulunan, kalsiyum baglayict
bir proteindir. Bagirsaklarin inflamatuvar hastaliklarinda diskida bu protein salgilanir
ve bakterilerle indirgenmez. Caligmalar, bu proteinin oda 1sisinda digskida 7 giin
kalabildigini gostermistir (117).

Sonug olarak bu iki protein, bagirsak inflamasyonlarinda nonspesifik belirteg

olarak kullanilabilirler. CDE’de de bu iki belirte¢ artmistir (99).
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2.5.3.8. Biyokimyasal testler

C. difficile iliskili ishal seyrinde 15kositoz saptanabilir (ortalama 15.000/mm®):
hatta bazen 16komoid reaksiyon da olabilir. Ozellikle yash ve diiskiin hastalarda ishal
asirt protein kaybina neden olabilir; sonugta hipoalbuminemiye, kolesterol ve
transferin diisiikligline neden olabilir; ayrica bu hastalarin diskisinda alfa-1
antitripsin yiiksektir (39). Sekretuvar veya kanli, mukuslu olabilen digki makroskobik
ve mikroskobik olarak incelenir. Digkida anlamli sayida 16kosit %40-50, laktoferrin
pozitifligi  %60-80 olguda saptanir; 1okosit saptanmasinin Ozgilligi %92
diizeyindedir (118).

L-Proline Aminopeptidaz enzimi, C. difficile tanisinda kullanilan diger bir
biyokimyasal testtir. Bu enzim C. difficile’de pozitiftir ve hizli bir disk testi ile
gosterilebilir. Disk testinde L-Proline-beta naftilamid ve p-dimetilaminocinnamaldehid
varligina bakilmaktadir (119).

2.6. Tedavi

Tedavide en 6nemli yaklasim hastaliga neden oldugu diisiiniilen antibiyotigin
kesilmesidir. Orta siddetteki CDE’nin %25’inde 48 saat iginde semptomlarda azalma
gorilmektedir.

Hastalara sivi ve elektrolit takviyesi yapilmalidir. Eger antibiyotige devam
edilmesi zorunlu ise klindamisin, sefalosporinler veya genis spektrumlu penisilin
dis1 antibiyotiklerin tercih edilmesi Onerilmektedir. Bagirsak hareketlerini azaltan
antiperistaltik ajanlardan kagmilmasi gerekir. Bir hastada laboratuvar testleri
yapilmadan Once, klinik olarak CDE’den siipheleniliyorsa ampirik tedaviye
baslanilmalidir. En ¢ok kullanilan iki antibiyotik metronidazol ve vankomisin olup
tiglincii sirada ise fidaksomisindir. FDA, Mayis 2011 tarihinde fidaksomisinin C.
difficile nedenli ishallerin tedavisinde kullanimina onay vermistir (78). Bu
antibiyotik, bakteri RNA sentezini baslangic asamasinda inhibe ederek etki gosterir
(120). Tedavi maliyeti yiiksek olmasina ragmen, yiiksek riskli gruptaki hastalarda
rekurent CDE oranini disiirdiigii ve toksin iretimini azaltti§i i¢in 6nemli bir

antibiyotiktir (121).
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Hafif ve orta siddetli CDE olgularinda, baglangi¢ tedavisi olarak 10 giin
boyunca, giinde ii¢ kez 500 mg oral metronidazol baslanir. Bu olgularda kullanilan
diger bir ilag da fidaksomisindir. On giin boyunca giinde iki kez 200 mg oral olarak
kullanilir. Metronidazol intoleranst veya alerjisi olanlar, hamile veya emziren
kadinlar ve siddetli CDE olgularinda ise 10-14 giin boyunca giinde dort kez 125 mg
oral vankomisin kullanilir. Ciddi seyreden komplike CDE olgularinda yiiksek dozda
yani gilinde dort kez 500 mg oral vankomisin alimi Onerilmistir (9, 122). Ciddi
seyreden CDE olgularinda destekleyici tedavi gerekmektedir. Bunlar, intravendz sivi
tedavisi, elekrolit replasmani ve vendz tromboemboli profilaksisidir (78, 123).

Bazi komplike hastalarda ise cerrahi miidahale gerekmektedir. Vazopressor
tedaviye ragmen hipotansiyonu devam edenlerde, sepsis ve organ disfonksiyonu
gosteren hastalarda, mental durum degisikligi olanlarda, beyaz kiire sayis1 50.000
tizerinde olanlarda, laktat diizeyi 5 mmol/lt olanlarda cerrahi tedavi yapilmaktadir
(124-126).

Rekurrent CDE olgulariin tedavisi ise; ilk rekurrenste, baslangi¢ tedavisine
devam edilir. Ciddi ise vankomisin kullanilir (9). lkinci rekurrenste, pulsed
vankomisin kullanilir (9). Pulsed vankomisine ragmen iigiincii rekurrens goriiliirse
intestinal mikrobiyal flora transferi 6nerilir. Ayrica, ciddi primer CDE olgularinda da
kullanilmaktadir. Fekal transplantasyon, alternatif tedavi yaklasimi olarak kolon
florasini tamir etmek amaciyla saglikli vericilerden alinarak uygulanmaktadir (25, 26,
127, 128). Rekiirrent CDE tedavisinde yardimci tedavi olarak probiyotikler de
kullanilmaktadir. Probiyotiklerin kullanilmasinin 6zellikle kolon florasinin dengesini
saglayarak CDE 6nlenmesinde ve tedavisinde etkili oldugu bildirilmistir (129, 130).

Hipogamaglobulinemili hastalarda yardimci tedavi olarak immunoterapi de
kullanilmaktadir (131, 132). Bu amagla son dénemlerde toksin bazli ag1 uygulamalari
gelistirilmistir. Toksin A ve B’nin her ikisini de igeren asilarin etkinligi, sadece toksin
A igerenlerden ¢ok daha etkili oldugu bulunmustur (133). Asi, antitoksin A IgG
antikorlarinin serum diizeylerini rekurrent CDE olgularinda arttirmistir (134, 135).

CDE i¢in kullanilmasi olas1 diger antibiyotikler arasinda, tigesiklin, rifaksimin,
nitazoksanid ve fusidik asit sayilabilir.

Gelismekte olan ilaglar ise, LFF 571, Surotomisin (CB-183,315), SMT19969,
Cadazolid (ACT 179811), Oritavancin ’dir (136).

28



2.7. CDE i¢in Enfeksiyon Kontrol ve Korunma

C. difficile enfeksiyonu gelisenlerde hastalik yalnizca bu kisilerin kendileriyle
sinirlt kalmayip, ayn1 zamanda hastane i¢inde diger hastalar ve hastane disinda da bu
hastalarin yakin ¢evresi i¢in bakteri yayilimma neden olabileceginden bir tehdit
olusturur. Bu kisiler, hastane personeli, diger hastalar ve ¢evrenin C. difficile ile
kontamine olmasinda kaynak rolii distlenir. Yayilim, CDE gelismeksizin de
gortlebilir. CDE agisindan en riskli yerler hastaneler ile yash ve diiskiinlerin giinliik
bakim merkezleridir. Glinlimiizde CDE’den korunma ve enfeksiyon kontrolii i¢in {i¢
ana yol izlenmektedir. Bunlar; enfeksiyon kontrol dnlemleri, ¢cevresel dezenfeksiyon

ve antibiyotik yonetimidir.

2.7.1. Enfeksiyon kontrol 6nlemleri

C. difficile oldukga bulasici bir bakteridir. Hastane personeli, enfekte bir hastay1
beslemek ya da viicut 1sisin1 6lgmek gibi diisiik riskli bir aktivite esnasinda da
bakteriyi kazanabilir. Hastayla temas sirasinda eller siklikla kontamine olur; yalniz
bagina el yikamak C. difficile bulagin1 6nleyemeyebilir. O yiizden saglik ¢aliganlari ve
ziyaretciler, CDE’li hasta odalarina girerken eldiven ve oOnliilk giymelidirler. El
hijyeninin 6nemi vurgulanmalidir. Salgin durumlarinda veya CDE olgularinin
oranlarinin artmasi durumlarinda, saglik ¢alisanlarin1 ve ziyaretcileri, sabunla veya
antimikrobiyal sabunlarla ellerini yikamalar1 konusunda bilgilendirilmelidirler.
CDE’li hastalar, miimkiinse 6zel ayr1 bir odaya alinmalidirlar. Eger bu miimkiin

degilse her hastanin kendine ait ayr1 bir komidini olmas1 gerekmektedir.

2.7.2. Cevresel temizlik ve dezenfeksiyon

Cevresel temizlik ve dezenfeksiyon CDE kontrolii i¢in 6nemli bir faktordiir.
Olas1 kontamine yerler i¢in, klor igeren bilesikler veya vaporize hidrojen peroksit
kullanilabilir. Rutin olarak C. difficile taramasinin yapilmasi Onerilmez. C.
difficile'nin 6nemli bir bulas nedeni de rektal termometrelerdir. Yeterli
dezenfeksiyonun yapilamadigi durumlarda hastalar arasinda C. difficile bulasimnin
onemli bir kaynagini olusturmaktadir. CDE’lerden korunmak icin hastanin rektal ateg
Ol¢iimiiniin tek kullanimlik rektal termometrelerle yapilmasi ya da rektal ates

Olciimiinden vazgecilmesi bulagin Oniine gecilmesinde en etkili yoOntemdir.
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Rektoskopi, sigmoidoskopi ya da cesitli endoskopik girisimlerin ardindan yeterli

dezenfeksiyonun yapilmasi ile bulasicilik 6nemli 6l¢iide azaltilabilir. Bu amacla

alkalin gluteraldehidin %2’lik soliisyonunun 20 dakika siiresince uygulanmasinin

fiberoptik endoskop ve diger yar1 kritik cihazlarin dezenfeksiyonunda basarili oldugu

gosterilmistir (78)

2.7.3. Antibiyotik kullanim yonetimi

Uygulanan antibiyotik politikasinda;

Antibiyotik kullanim rehberi bulunmal,

Mikrobiyoloji laboratuvari tarafindan sinirli antibiyotik duyarlilik
sonuglar1 bildirilmeli,

Klinisyenlere yonelik egitim programlarini i¢cermeli,

Gereginden fazla ilag regete edilmemel,

Antibiyotik kullanimlar1 6ngoriilen zamanda sonlandirilmali,

Ozel durumlarda infeksiyon hastaliklar1 ve klinik mikrobiyoloji uzmani
tarafindan hastanin konsiilte edilmesi saglanmali,

Gereksiz antibiyotik kullanimindan kaginilmali,

Miimkiin oldugunca dar spektrumlu antibiyotik kullanimina 6zen
gosterilmeli,

C. difficile infeksiyonlarini arttiran belirli antibiyotik kullanimlari
sinirlandirilmali,

Cerrahi profilakside antibiyotik kullaniminin kontrol altina alinmasi
saglanmali,

Diizenli recgete kontrolleri ile antibiyotik kullanimlari miimkiin

oldugunca en erken siirede sonlandirilmalidir (137).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Arastirma Etik Kurul Onay1

Bu calisma, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan, 9 Nisan 2013 tarihinde, 63 sayili karar numarasi ile onaylanmustir.
2013.04.0103.009 numarali Tipta Uzmanlik Tez Proje ¢alismasi, Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 biinyesinde, Akdeniz

Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuarinda yapilmistir.

3.2. Hasta Sec¢imi

Calisma kapsamina, Haziran 2013-Aralik 2013 tarihleri arasinda, Akdeniz
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar1 EIA Birimi’ne C. difficile Toksin A/B
istegi ile gonderilen digki orneklerinden, en az ii¢ giindiir hastane yatisi olan,
Oykiisiinde son sekiz haftada antineoplastik veya antibiyotik kullanimi bulunan ve 24

saat icinde ii¢ veya daha fazla sulu diskilamasi iki yas ve tizeri 200 hasta alinmstir.

3.3. istatistiksel Yontem

Bu calismanin sonuglarinin degerlendirilmesi SPSS istatistiksel program ile
yapilmistir.
Niteliksel verilerin karsilastirllmasinda ise Ki-Kare testi kullanilmistir ve

p<0,05 anlamlilik diizeyine gore degerlendirilmistir.

3.4. Kiiltir

Kiiltiir i¢in Clostridium Difficile Selektif Agar (CDSA) (Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD, USA) besiyeri kullanilmistir.

Bu besiyerinin i¢erdigi maddeler ve bunlarin miktarlar1 soyledir;

1 litre saf su i¢in yaklagik formiil,
Hayvan Dokularinin Peptik Dijesti 32,0 ¢
Mannitol 6,09
Monopotasyum Fosfat 10g9
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Disodyum Fosfat 500

Sodyum Klortir 2,049
Gelisim Faktorleri 3,39
Magnezyum Siilfat 0,19
Agar 20,0 ¢
Notral Kirmizi 0,03 g
Sikloserin 0,259
Sefoksitin 0,016 ¢

Testin uygulanisi

Hasta se¢im kriterlerine uyan hasta ornekleri, +4°C’de en fazla 48 saat
bekletilerek isleme alinmistir. CDSA besiyerleri ilk olarak anaerobik kosullar
saglanarak en az 6 saat siire ile indirgenmistir. Daha sonra Ornekler, alkol sok
yontemi ile, diski ile bire bir oranda etil alkol ile karistirilarak, oda 1sisinda bir saat
calkalandiktan sonra, pastor pipeti ile 100 pl 6rnek alinarak indiiklenmis CDSA
besiyerine ekilmistir. Ekilen besiyerleri anaerobik kavanozlara konularak anerob
ortam saglandiktan sonra, 36°C’lik etiivde 48 saatlik inkiibasyondan sonra
degerlendirilmeye alinmistir. Kirksekiz saat sonrasinda liremesi olmayan koloniler 7
giine kadar anaerob ortamda tekrar bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda topaklanmis
cam benzeri goriinimli, hafif filamantoz kenarli sar1 renkteki koloniler isleme
alinmistir. Bu kolonilere Gram boyama yapilmis, katalaz enzim varligi arastirilmigtir.
Gram boyamada gram pozitif basil gorlinimiinde olan ve katalaz enzimi negatif
bulunan koloniler MALDI TOF MS (Bruker Daltonics Microflex LT System, Becton

Dickinson, Italya S.p.A.) cthaz1 kullanilarak isimlendirilmistir.
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3.5. GDH Antijen Spesifik Enzim immun Assay (GDH-EIA) ile GDH
Antijeni ve Toksin A/B Saptanmasi

GDH-EIA [C. Diff Quik Chek Complete (CdQCC), Techlab, Blacksburg, VA,
USA\] testi ile, C. difficile ’de bulunan GDH enzimi ve toksin B arastirtlmistir.

Test kitinin igerigi soyledir:

1. Membran cihazlari; her bir 6rnek i¢in 1cihaz bulunur,

2. Diliient; (her sisede 22 ml) uygun damlalikli tamponlanmis protein
sollisyonu,

3. Yikama soliisyonu; (her sisede 12 ml) uygun damlalikli tamponlanmis
soliisyon,

4. Substrat; (her sisede 3.5 ml) tetrametilbenzidin igeren soliisyon,

5. Konjugat; (her sisede 2.5 ml) tamponlanmis protein soliisyonunda glutamat
dehidrogenaz enzimine spesifik fare monoklonal antikoru ve toksin A ve
B’ye spesifik kegi poliklonal antikorlart igerir,

6. Pozitif kontrol; (2 ml) tamponlanmis protein soliisyonunda antijen,

7. Plastik transfer pipetleri; 25 uL, 400 pL, 500 uL’lik pipetler.

Testin uygulanisi

GDH enzimini ve Toksin A ve B ye spesifik antikorlar1 kullanarak uygulanan
bir testtir. Bu test i¢in kullanilan 6rnekler en fazla 24 saat +4°C’de bekletilmistir.
Kullanmadan 6nce kitteki tiim reajenler oda 1sisina getirilmistir. Her bir 6rnek i¢in bir
membran cihazi kullanilir. ilk olarak érnek hazirhigi yapilmistir. Her bir tiipe 750 uL
Diliient, bir damla konjugat ve 25 uL érnek konulmustur. lyice karistirildiktan sonra,
bu karisimdan 500 pL alinarak membran cihazindaki sample well’e konulmustur.
Oda 1s1sinda 15 dakika inkiibe edildikten sonra 300 pL. Wash Buffer Reaksiyon
penceresine konulmustur. Uzerine de iki damla substrat damlatilarak 10 dakika oda
isisinda  bekletilmigtir.  Reaksiyon penceresinde GDH enzimi ve toksin
degerlendirilmesi ayr1 ayr1 yapilabilmesinden dolayr Ornekler ona gore
sonuglandirilmistir. GDH enzimi pozitif orneklerde reaksiyon penceresinde solda
mavi ¢izgi ve ortada mavi noktalar seklinde goriilmiistiir. Toksin pozitifliginde sagda
mavi ¢izgi ve ortada mavi noktalar seklinde goriilmiistiir. Negatif sonugta ise her iki

¢izgi de bulunmamakta sadece ortadaki mavi noktalar bulunmaktadir. Ortada mavi
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noktalarin olmadigi test membranlar1 gegersiz sayilmistir. Gegersiz sayilan testler

tekrarlanmistir.

C C C
Ag E Tox Ag E Tox Ag I : I Tox
C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE C. DIFF COMPLETE
Negative for Antigen & Toxin(s) Antigen Positive Antigen & Toxin(s)
(C. difficile is not present) (C. difficile is present) Positive

Developed and manufactured by:

(C. difficile is present &
producing toxins)

Resim 3.1. EIA testinin sonuglarina ornek.

3.6. PZR

PZR Kiti (The BD MAX™ Cdiff) i¢indekiler;

1.

BD MAX™ Cdiff Master Mix (24 test): tcdB’ye spesifik molekiiler prob ve
primerlerle birlikte 6rnek isleme kontroliine spesifik molekiiler prob igeren

kurutulmus PCR Master Mix,

. BD MAX Cdiff Stripleri (24 test): Ornek isleme ve DNA ekstraksiyonu igin

gerekli tiim sivi reaktifler ve tek kullanimlik pipet uglarini igeren reaktif
stripleri,

BD MAX Cdiff Ekstraksiyon Tiipti (24 test): Dondurularak kurutulmus
DNA  manyetik  afinite  boncuklari,  dondurularak  kurutulmus
Akromopeptidaz, dondurularak kurutulmus 6rnek isleme kontrold,

BD MAX Cdiff Ornek Tamponu Tiipii (24 test),

Septum Kapagi (25 adet).

Diger gerekli ekipmanlar:

1.
2.

BD MAX PCR Kartuslari,
Coklu tiip vorteksleyici.
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Testin uygulanisi

PZR (BD Max Cdiff, Becton Dickinson Diagnostics, Franklin Lakes, NJ,
USA), C. difficile toksin B geninin (tcdB) direk ve kalitatif olarak saptanmasi icin
otomatik bir in vitro diagnostik testtir. Ornekler +4°C’de en fazla 5 giin, oda
sicakliginda ise en fazla 5 saat bekletilerek PZR icin ¢alismaya alinmistir. Uygun
ornekler, yiiksek hizda 15 saniye boyunca vortekslendikten sonra 10 upL’lik
inokiilasyon 6zesiyle alinarak 6rnek tampon tiipiine konulmustur. Tiim o6rnekler bu
sekilde hazirlanarak ¢oklu tiip vorteksleyici ile 1 dakika boyunca maksimum hizda
vortekslenmistir. Her bir o6rnek i¢in bir BD MAX diff Reaktif Stripi raklara
yerlestirilmistir. Yine her bir 6rnek icin birer C.diff ekstraksiyon tiipii ve C Master
Mix tiipii stripteki uygun yerlerine yerlestirilerek kullanilmistir. PZR kartuslar1 uygun
yerlerine yerlestirilmistir. Ornekler bilgisayara kaydedilip, raklar BD MAX sistemine
yiikklendikten sonra PZR ile c¢alisiimistir. Cihazin otomatik olarak yaptigi 50-90
dakika arasinda degisen ekstraksiyon ve bunu izleyen 30 dakikalik PZR igleminden
sonra sonuclar alinmistir. Pozitif sonu¢ veren drnekler tcdB geni i¢in pozitif olarak

alinmustir.

3.7. L-Prolin Aminopeptidaz Enzimini Saptayan PRO Kit (REMEL)

Kitin i¢inde bulunanlar:
1. Diskler (25 adet): L-Prolin-p-naftilamid igerirler.

2. Reajen (5 ml): p-dimetilaminosinnamaldehid igerir.

Testin uygulanmsi

CDSA besiyerinde tireyen C. difficile siiphesi olan koloniler, L-Prolin
Aminopeptidaz enzimi PRO Kit (remel) ile arastirilmistir. Kitte bulunan PRO diskler,
L-Prolin-B-naftilamid substrati icermektedir. Bu substrat, aminopeptidaz enzimi ile
hidroliz edilerek B-naftilamin salinimina neden olur. Cinnamaldehid reajeni
eklendikten sonra, B-naftilamin- p-dimetil amino cinnamaldehid ile reaksiyona
girerek kirmizi renk verir. C. difficile kolonilerinde L-Prolin Aminopeptidaz enzimini
bulundugundan dolay1 bu test pozitiftir. Test prosediiriine uygun olarak, kitte bulunan
prodisklerden biri alinarak temiz bir lam {izerine konulup, distile su ile disk 1slatildu.

Kiiltiirde ireyen C. difficile siipheli kolonilerden steril ¢ubuklarla alinarak diske
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siiriilerek, oda 1sisinda 2-5 dakika bekletildi. Uzerine bir damla cinnamaldehid
reajeninden damlatildi. Bir dakika i¢inde pembe-kirmizi renk degisimi olursa pozitif;

olmamigsa, renksizse negatif kabul edilmistir.

Resim 3.2. Prodisk testi pozitif.

Bu test C. difficile disinda bazi anaerob bakterilerde (Capnocytophaga sp.,
Clostridium bifermentas, Clostridium sordelii, Clostridium sporogenes gibi) pozitif

saptanabilmektedir.

3.8. C.perfringens Enterotoksin Testi (TechLab, Inc., Blacksburg, VA)

Kitin i¢inde bulunanlar:

1. Diluent (40 mL) (tamponlanmis protein soliisyonu + %0.02 thimerosal)
Diluent negative control soliisyonu olarak da kullanilabilir.

2. Konjugate (7 mL) (horseradish peroxidase ile eslesmis enterotoksine
spesifik poliklonal antikor — tamponlanmis protein soliisyonunda + %0.02
thimerosal).

3. Substrate (14 mL) (tetrametilbenzidine and peroxide i¢eren tamponlanmis
protein soliisyonu).

8. Positive Kontrol Reajeni, (3.5 mL) (%0.02 thimerosal igeren tamponlanmis
protein soliisyonunda enterotoksin).

9. Wash Buffer Konsantresi, (50 mL) (tuz, deterjan ve %0.2 thimerosalle
tamponlanmis fosfat iceren 20X konsantre).

10. Stop Solusyon, (7 mL) (0.6 N siilfiirik asit).
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11. 12 Assay Well Strips, 8 kuyucugun her biri enterotoksin igin poliklonal
antikorla kaplanmistir (kurutucuyla depolanarak).

12. 100 adet tek kullanimlik plastik pipet

13. 2 adet plastik yapigskan tabaka

14. 50 adet aplikator ¢ubuk

Testin uygulanisi

Bu test C.perfringens tarafindan iiretilen enterotoksini saptamak i¢in kullanilan
hizl1 bir ELISA testidir. Her bir 6rnek icin bir tiip alinarak i¢ine 200 uL diliient, sulu
diskilar i¢in 50 pL, kat1 digkilar i¢inse 3 mm. ¢apinda 6rnek konulmustur. Hazirlanan
bu tiipler 10 saniye vortekslenmistir. Ilk olarak stripteki C.perfringens’e spesifik
antikorla kapl kuyucuklara, 50 pL konjugat konulmustur; tizerine 100 puL hazirlanan
diliient-6rnek karisimindan konulmustur. Uzeri plastik levha ile kapatilarak 37°C’de
iki saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklar yikama soliisyonu ile
partikiil kalmayacak bicimde 4-5 kez yikanir. Ardindan su kalmayacak sekilde kagit
havlu {izerine vurularak kurutulmustur. Uzerine 2 damla (100 pL) substrat eklenerek
oda 1sisinda 15 dakika bekletilmistir. Ardindan 1 damla (50 pL) stop soliisyon eklenip
2 dakika bekletilmistir. Stop soliisyon eklendikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm
EIA okuyucusunda okutularak degerlendirilmistir. Optik Dansitesi (OD) 0.12’den

kiiclik olanlar negatif, biiyiik olanlar pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.9. Cihazlar ve Laboratuvar Malzemeleri

Anaerobik kavanoz

Anoxomat cihazi

37° etiiv

Spor

Kriyojenik tiip

Vorteks

Tek kullanimlik inokiilasyon 6zeleri (10 pL)
Otoklav

Buzdolab1

10. -70°c derin dondurucu

© © N o gk~ w0 DN PE
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

%95’lik etanol

Falkon tiipii

Distile su

Plastik ependorf tiip

Nonsteril eldiven

Pudrasiz tek kullanimlik eldivenler

450/620 nm dalga boyunu 6lgen EIA okuyucu
GasPak sistemi
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4. BULGULAR

Haziran 2013-Aralik 2013 tarihleri arasinda, Akdeniz Universitesi Hastanesi
Merkez Laboratuvart EIA Birimine Clostridium difficile Toksin A/B istegi ile
gonderilen 2 yag ve lizeri 200 hastanin diski 6rnegi calismaya alinmistir. 200 hastanin
100’1 (%50) kadin, 100’1 (%50) erkektir. Diskr 6rnekleri incelenen, 200 hastanin yas
aralig1 (3-68)’dir. Toplam 200 hastanin yas ortalamasi (36.42 £+ 21.07) bulunmustur.
Pediatrik hastalarin (n=54) %27’si yas araligt (3-12) ve yas ortalamalar
(5,85+£2,74)’dir.  Erigkin hastalarin  (n=146) %73’ yas araligi (19-68), yas
ortalamalari ise (48.01 £+ 10.88)’dur.

Pediatrik hastalarin  boliimlere gore dagilimi 14’4 (%25.9) pediatrik
gastroenteroloji, 11’1 (%20.3) pediatrik hematoloji-onkoloji, 21’1 (%38.9) genel
pediatri klinigi, 8’1 (%15.7) kok hiicre transplantasyonu, 2’si (%3.7) pediatrik
nefroloji, 1’1 (%1.85) pediatrik endokrinoloji, 1’1 (%1.85) pediatrik noroloji idi.
Toksijenik kiiltiir pozitif (n=6) pediatrik hastanin bdliimlere gore dagilimi; 3’1 (%50)
pediatrik gastroenteroloji klinigi, 1’1 (%17) pediatrik hematoloji onkoloji klinigi, 1’1
(%]17) pediatrik kok hiicre transplantasyonu, 1°1 (%17) genel pediatri boliimii idi. Yas
ortalamalari 4.5, yas araligi ise (3-8) idi.

Eriskin hastalarin boliimlere gore dagilimi; 41°1 (%28) gastroenteroloji, 34’1
(%23) onkoloji, 17°si (%11.64) hematoloji, 16’st (%10.95) transplantasyon, 11’1
(%7.53) enfeksiyon hastaliklari, 9’u (%6.16) dahiliye, 5’1 (%3.42) nefroloji, 3’u
(%2.05) gogiis cerrahisi, 2’sit (%1.36) yogun bakim, 3’1 (%2.05) romatoloji, 2’si
(%1.36) kardiyoloji, 1’1 (%0.68) noroloji, 1’1 (%0.68) genel cerrahi, 1’1 (%0.68)
ortopedi idi. Toksijenik kiiltiirii pozitif 7 erigkin hastanin boliimlere gére dagilimi;
4’1 (%57) gastroenteroloji klinigi, 3’1 (%43) onkoloji klinigi idi. Yas ortalamalari 48;
yas aralig1 ise (33-62) idi. Toksijenik kiiltiir pozitif olan erigkin ve pediatrik (n=13)

hastalarin demografik 6zellikleri Tablo 4.1°de verilmistir.
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Tablo 4.1. Toksijenik kiiltiirii pozitif bulunan hastalarin demografik 6zellikleri.

Hasta | Yas ‘ Cinsiyet ‘ Altta Yatan Hastahk
1. 33 K Gastroenteroloji Gastrit, osteoporoz
2. 53 K Onkoloji Serviks kanseri
3. 34 E Onkoloji Onkoloji
4. 62 K Gastroenteroloji Crohn
5. 59 K Onkoloji Metastatik kanser
6. 33 K Gastroenteroloji Gastrit
7. 62 K Gastroenteroloji Kolon kanseri
8. 6 K Pediatrik gastroenteroloji VSD, Crohn
9. 4 K Pediatri Yok
10. 3 E Pediatrik kok hiicre transplantasyonu ~ SCID, KIT
11. 3 K Pediatrik gastroenteroloji Uriner sistem anomalisi
12. 8 K Pediatrik gastroenteroloji Teratom
13. 3 E Pediatrik hematoloji, Onkoloji Burkitt lenfoma

200 o6rnegin 26’sinda (%13) kiiltiirde Clostridium tiirleri tiretildi, MALDI TOF
MS ile 17’si (%8.5) C. difficile, 3’ii C.innocuum, 2’si C.bartlettii, 2’si C.perfringens,
1’i C.ramosum, 1°i C.spiroforme olarak isimlendirildi. Uretilen Clostridium tiirlerinin
calismamizda kullanilan testlere gore elde edilen sonuglar Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Kiiltiirde C. difficile iireyen 17 (%8.5) 6rnegin 13’iinde (%6.5) toksijenik kiiltiir
pozitif olarak degerlendirildi. Hasta popiilasyonumuzda CDE sikliginin %6.5 oldugu
belirlendi.

EIA GDH testi ile kiiltiirde C. difficile tireyen 17 izolatin 14’1 (%7) pozitif, 3’1
negatif bulundu. Kiiltiirde iiremesi olmayan 3 izolatin ve C. ramosum {ireyen bir
izolatin EIA GDH testi pozitif saptandi. Bu yalanci pozitif sonuc¢ olarak
degerlendirildi. EIA GDH testinin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger ve
negatif prediktif degeri sirasiyla; %82.4, %97.8, %77.8 ve %98.4 olarak bulunmustur.

Toksijenik kiiltiir pozitif olan 13 izolatin 11’inde EIA toksin testi pozitif, 2’si
negatif bulundu. EIA toksin testi ile yalanci pozitif sonu¢ saptanmadi. EIA toksin
testinin duyarlilik, ozgillikk, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degeri
strastyla; %84.6, %100, %100 ve %98.9 olarak belirlenmistir.
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Toksijenik kiiltiir pozitif olan 13 izolatin 12°sinde PZR testi pozitif, 1 izolatta
ise negatif bulundu. PZR testi ile yalanci pozitif sonu¢ saptanmadi. PZR testinin
duyarhilik, ozgilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degeri sirasiyla;
%92.3, %100, %100 ve %99.5 olarak belirlenmistir.

Kiiltiirde tireyen 17 C. difficile izolatinin 15’inde prodisk ile pozitif sonug elde
edildi. Toksijenik kiiltiirii pozitif olan izolatlarin ikisinde prodisk sonucu negatif
bulundu. Bununla birlikte kiiltiirde tireyen 2 C. bartlettii izolatinda da prodisk ile
pozitif sonug elde edildi ve yalanci pozitiflik olarak degerlendirildi. Prodisk testinin
duyarhilik, ozgiilliik, pozitif prediktif deger ve negatif prediktif degeri sirasiyla;
%88.2, %77.8, %88.2 ve %77.8 olarak saptanmustir.

Kiiltiirde tiretilen iki C.Perfringens izolatlarindan birinde, EIA C. perfringens
enterotoksin testi pozitif, diger testler negatif saptandi. Bir C. perfringens izolatinda
ise EIA C. perfringens enterotoksin testi ve diger tiim testler negatif saptandi. Ayrica
kiiltiirde tretilen bir C. difficile kokeni, EIA C. perfringens testi ile pozitif bulundu.
Calismamizda EIA C. perfringens enterotoksin testinin duyarlilik, 6zgiilliikk, pozitif
prediktif degeri ve negatif prediktif degeri sirastyla %50, %99.4, %50, %99.4 olarak

bulunmustur.
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Tablo 4.2. Kiiltiirde iiretilen Clostridium tiirlerinin test sonuglari.

EIA EIA C, T
Stey | on | Ze | oz | proa | gl

AlB Test
1 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Negatif  Pozitif Pozitif
2 C. difficile Pozitif ~ Negatif Negatif Pozitif ~ Negatif Pozitif
3 C. difficile Pozitif ~ Negatif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
4 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
5 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
6 C. difficile Pozitif ~ Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
7 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
8 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
9 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
10 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
11 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
12 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Pozitif Negatif Pozitif
13 C. difficile Pozitif  Pozitif Negatif Pozitif Pozitif Pozitif
14 C. difficile Pozitif ~ Negatif Pozitif Negatif ~ Pozitif Negatif
15 C.ramosum Pozitif ~ Negatif Negatif Negatif ~ Negatif Negatif
16 C. difficile Negatif ~ Negatif Negatif Negatif ~ Pozitif Negatif
17 C. difficile Negatif  Negatif Negatif Negatif Pozitif Negatif
18 C. difficile Negatif  Negatif Negatif Negatif Pozitif Negatif
19 C.perfringens  Negatif  Negatif Pozitif Negatif ~ Negatif Negatif
20 C.perfringens  Negatif  Negatif Negatif Negatif ~ Negatif Negatif
21 C.spiroforme  Negatif ~ Negatif Negatif Negatif ~ Negatif Negatif
22 C.innocuum  Negatif  Negatif Negatif Negatif ~ Negatif Negatif
23 C.innocuum  Negatif  Negatif Negatif Negatif ~ Negatif Negatif
24 C.innocuum  Negatif  Negatif Negatif Negatif ~ Negatif Negatif
25 C. bartlettii  Negatif  Negatif Negatif Negatif Pozitif Negatif
26 C. bartlettii ~ Negatif  Negatif Negatif Negatif ~ Pozitif Negatif
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5. TARTISMA

Son yillarda CDE, Amerika Birlesik Devletleri (ABD), Kanada ve ¢ogu Avrupa
tilkelerinde o6nemli bir saglik sorunu haline gelmistir. Bakteriler %2-3 oraninda
saglikli kisilerin, %40-60 oraninda da Ozellikle hastanede dogmus olan
yenidoganlarin kolon florasinda metabolik inaktif spor formunda bulunabilmektedir.
Insanlar bu bakteriyi veya sporlarini diger asemptomatik kisilerden veya ¢evreden
alarak enfekte olabilirler. 2000’li yillarin baglarinda CDE epidemiyolojisi dramatik
olarak degismis olup, hastaligin sadece insidanst degil, siddeti de artmistir.
Kanada’da 1991 ile 2003 yillar1 arasinda CDE insidans1 her 100.000 kiside 35.6
olgudan 156.3 olguya cikmistir. Kasim 2004 ile Nisan 2005 yillar1 arasinda
Kanada’da yapilan ¢alismada insidansin her 1000 hastada 4.6 olgu oldugu
bildirilmistir (66). 2008 yilinda 34 Avrupa tilkesindeki 106 laboratuvari kapsayan bir
calismada CDE insidansinin ortalama her 10.000 hasta giiniinde 4.1 olgu oldugu
bildirilmistir (138). Ylisiurua ve ark.’nin 2013’te Finlandiya’da yaptiklar1 ¢alismada
884 diski O6rneginin 253’tinde (%29) kiiltirde pozitiflik saptanmistir (139). 2014
yilinda Balihar ve arkadaglarinin Cek Cumhuriyetinde yaptiklar1 ¢alismada CDE
insidanst her 100 hastada 0.1 olarak bulunmustur (140). 2014 yilinda Mittal ve
ark.’nin ABD’de yaptig1 ¢calismada ise insidans %12.4 olarak bulunmustur (141).

Ulkemizde Aygiin ve ark.’min 2005 yilinda prospektif olarak yaptiklar:
caligmada saptanan nozokomiyal ishal olgularinda EIA testiyle toksin A/B
aragtirtlmis ve %35,5 oraninda pozitiflik saptanmistir (11). 2009 yilinda Ergen ve
ark.’nin yaptiklar calismada EIA ve PZR yontemi kullanilmis ve pozitiflik orani
%0,5 olarak tespit edilmistir (142). Deniz ve ark.’nin 2011 yilinda yaymlanan
calismalarinda EIA ve PZR yontemiyle 633 digki 6rneginden 50’sinde (%7.8) C.
difficile saptanmigtir (143). 2010 yilinda Akgiil ve ark.’nin yaptig1 ¢aligmada 100
hastadan 17’sinde pozitiflik saptanmistir (144). Yilmaz ve ark.’nin yaptig1 ¢caligmada
2001-2006 yillar1 arasinda antibiyotik iligkili kanli ishali olan 21 hasta izlenmis, EIA
testi ile 6 (%29) hastada C. difficile toksin A/B saptanmistir (145). Lale ve ark.’nin
2013 yilinda yaptig1 ¢alismada ise 592 digki 6rneginin 142’sinde (%24) EIA testi C.
difficile toksin A/B pozitif olarak saptanmistir (146).
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Bu sonuglar1 degerlendirdigimizde, ililkemizde yapilan ¢alismalarda CDE siklik
orant %0.5-24 arasinda degismektedir. Bizim ¢alismamizda CDE siklig1 bu oranlar
arasinda olup %6.5 olarak saptanmigstir. Siklik oranlar1 arasindaki farkliligin,
uygulanan testlerin farkliligina, kullanilan kitlerin farkliligina, drneklerin saklanma
ve incelenmesindeki yontem farkliliklarina, hasta yas grubunun farkli olmasina,
hastanelerin antibiyotik kullanim politikalarinin farkliligina, hastalarin hastanede
yatis siireleri ve altta yatan hastalik varligina bagl nedenlerden kaynaklanabilecegini
diistinmekteyiz.

Wroblewska ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada 1998 ve 2002 yillar1 arasinda
hastanede yatan yetiskin hastalardan 4.414 diski 6rnegi toplamiglardir. 1308 (%29,3)
ornek C. difficile kiiltiirii pozitif olarak saptanmustir. Yatan eriskin hastalar i¢inde en
fazla pozitif tireme goriilen servis %11,7 ile hematoloji/onkoloji, %8,3 ile noroloji,
%3 ile nefroloji, %7 ile gastroenteroloji ve %6,2 ile norosirurjidir (147).

Ulkemizde Altindis ve ark.’nin calismalarinda oOrneklerin ¢ogu dahiliye
hastalarindan  (%41,7) alinmis, bunu enfeksiyon hastaliklart (%15,3) ve
cerrahi/anestezi/yogun bakim {initeleri hastalarindan alinan 6rnekler (%12) izlemistir
(148). Oztiirk ve ark.’nin 1995°te yapti1 ¢alismada hematoloji onkoloji hastalarinda
istatistiksel olarak daha anlamli Toksin A/B pozitifligi saptandigi belirlenmistir (149).
Son yillarda pediatri servislerinde de C. difficile enfeksiyonu goriilme sikliginda artig
oldugu bildirilmektedir ve bu hasta grubunun da yakindan izlenmesi 6nerilmektedir
(150). Bizim calismamizda CDE’nun en sik saptandigi boliimler gastroenteroloji
(%25) ve pediatrik gastroenteroloji (%25) boliimleri olup bunlart sirasiyla eriskin
onkoloji boliimii (%18.75), hematoloji (%6.25), néroloji (%6.25), pediatrik kok hiicre
transplantasyonu (%6.25) ve genel pediatri (%6.25) boliimleri izlemektedir.

Selvaraju ve ark.’nin 2011 yilinda Amerika’da 200 c¢ocuk hasta Grnegiyle
yaptiklar1 ¢aligmada 48 (%24) ornekte pozitiflik saptanmistir. Bunlarin 45°1 (%22.5)
2 yas tlizerinde ¢ocuklardir (151). Luna ve ark.’nin Teksas’ta 2011 yilinda ortalama
yaslar1 4 olan 86 g¢ocuk hastada yaptiklar1 ¢alismada, bizim calismamiza benzer
oranlarda, 12 gocukta (%14) pozitiflik saptanmistir (152). Duleba ve ark.’nin 2013
yilinda yaptig1 ¢aligmada 3 ay-16 yas arasinda CDE tanili 64 ¢ocuk hasta alinmig ve
C. difficile sikligi en fazla 1-2 yas arasinda (%3.8) gozlenmistir (153). Bizim
calismamizda ise 200 hastanin 55 (%27.5) tanesi 3-18 yas arasindadir. Bu 55

hastadan 6’sinda (%11) toksijenik kiiltiir pozitif saptanmistir. Bu hastalarin 5’inde
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(%83) altta yatan hastalik malignitedir. Dolayisiyla, hastanede uzun siire yatmay1
gerektiren  hastaliklarin  bulunmasi  nedeniyle pediatri  servisinin  de C.
difficile yoniinden daha siki1 takip edilmesi gerekmektedir.

2001 yilinda Oguz ve ark.’nin Ankara’da yaptiklar1 calismada 2 ay-13 yas arasi
100 nozokomiyal diyareli ¢ocuk ¢alismaya alinmis ve toksijenik kiiltiirde C. difficile
goriilme sikligi %16 bulunmustur (154). Bu ¢alismada, bizim ¢alismamizdan farkli
olarak 2 yas altindaki ¢ocuklar da ¢alismaya alinmis olup, bizim toksijenik kiiltiir
oranimizdan (%11) daha yliksek sonu¢ bulunmustur.

2010 yilinda Deniz ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada ise 633 hastanin 20 si
pediatrik yas grubundan olup bunlarin 13 (%65) tanesinde toksijenik kiiltiirde C.
difficile pozitifligi saptanmistir (143).

C. difficile tanisin1 koymada son yillarda kullanilan testlerden birisi de GDH
enziminin saptanmasidir. GDH enziminin varlig1 EIA testiyle gosterilmektedir. GDH
testi, pratik, hizli, ucuz bir testtir. Toksin iireten ve tretmeyen tim C. difficile
suslarinda saptanabildigi icin Ozgiilliigli diisiiktiir. Ancak tarama testi olarak
kullanilabilmektedir. Mutlaka toksin testiyle birlikte kullanilmalidir. Toksijenik
kiiltiirde pozitif buldugumuz hastalarin hepsinde GDH enzimi pozitif bulunmustur.
Calismamizda EIA GDH testinin duyarlilik, 6zgiilliik, pozitif prediktif deger (PPD)
ve negatif prediktif degeri (NPD) sirasiyla; %82.4, %97.8,%77.8 ve %98.4 olarak

bulunmus olup, yapilan arastirmalardaki oranlara benzerdir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1. Calismamizda elde edilen EIA-GDH testinin gegerlilik sonuglarinin diger
caligmalarla karsilastirilmasi.

Arastirma p”
~Duyarii | Osgitik | PPD | NPD
Kawada ve ark. (155) 100 93.3 93.8 100
Eastwood ve ark. (156) 87.6 94.3 78 97.1
Weren ve ark. (157) 95.4 95.7 67.5 99.5
Reyes ve ark. (158) 79.5 100 100 94.6
Fenner v e ark. (159) 93.4 96.6 75.9 99.2
Snell ve ark. (160) 935 98 91.6 98.5
Calismamiz 82.4 97.8 77.8 98.4
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Bulgularimiz CDE tanisinda GDH testinin giivenilir bir tarama testi oldugu
bilgisini desteklemektedir. GDH testinin pozitif olmasi halinde sonucun EIA toksin
veya molekiiler yontemle dogrulanmasi gerekmektedir.

C. difficile kokenlerinde toksin varliginin arastirilmasi amaciyla pek ¢ok
calisma yapilmistir. Yolken ve ark. ilk kez 1981 yilinda C. difficile toksin varligini
saptama amaci ile EIA toksin testini gelistirmislerdir (161). Bunu takiben yapilan
caligmalar sonucunda yalnizca toksin A’y1 ve toksin A + B’yi beraber saptayan kitler
gelistirilmistir (162).

Ulkemizde toksin A/B’yi saptayan EIA testleriyle ¢alismalar yapilmistir.
Ayarct ve ark.’min calismalarinda, 2008-2011 yillar1 arasinda ishalli olgulardan
gonderilen toplam 2515 disk1 6rneginde C. difficile toksin varligi retrospektif olarak
incelenmistir. Toksin A ve B’nin tespiti i¢in EIA yontemi (TOX A/B QUIK CHEK,
Techlab) kullanilmis ve 1829 olgudan 87 olguda (%4.8) pozitiflik saptanmistir (163).

Tungcan ve ark.’nin yapmis oldugu bir c¢alismada; 2003-2004 yillarinda
hastanede yatan ve antibiyotik kullanim1 sonrasinda ishal gelisen 149 hastada %22.8
oraninda C. difficile toksin A/B pozitifligi saptanmistir (164).

Turan ve ark.’nin yapmis oldugu bir baska ¢alismada; 2006-2007 yillarinda 72
CDE siipheli hasta oOrneginden 12’sinde (%16.7) EIA ve toksijenik kiiltiir
yontemleriyle toksin pozitifligi saptanmistir (165).

Deniz ve ark.’nin Eyliil 2006 - Mart 2008 arasinda yaptigr calismada 633
hastaya ait ornekte EIA (ImmunoCard Toxins A&B EIA; Meridian Diagnostics,
Belgium) yontemiyle toksin A/B arastirilmis, pozitiflik saptanan 6rneklere “in-house”
PZR testi uygulanmistir Yaglar1 (2 -65) arasi hastalarin 50’sinin 6rneginde (%7.9)
GDH Ag’ni pozitif saptanmistir. Elli hastadan 36’sinin 6rneginde toksin A/B pozitif
bulunmustur. Testin duyarlilifi %85.7, 6zgilliigi %100, PPD’si %100, NPD’si ise
%399 olarak hesaplanmigtir (143).

Cerrahpasa Universitesi’nde Yilmaz ve ark.’nin yaptigi calismada 2001-2006
yillar arasinda antibiyotik iliskili kanli ishalli 21 hasta izlenmistir. Gaita 6rneklerinde
kiltir yapilarak C. difficile varlhigi, C. difficile toksin A/B ile toksin varligi
arastirtlmis, 6 (%29) hastada C. difficile toksin A/B saptanmistir (145).

Lale ve ark.’nin 2013 yilinda yayinladiklar1 ¢caligmalarinda 592 diski 6rneginin
toplam 142’sinde (%24) EIA yontemiyle C. difficile toksin A/B pozitif olarak
saptanmistir (146).
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Bizim c¢alismamizda {ilkemizde yapilan diger ¢alismalara benzer oranlarda, EIA
toksin A/B testi ile 200 hastadan 11’inde (%S5.5) pozitiflik saptanmistir.
Calismamizda EIA toksin A/B testinin duyarliligr %84.6, 6zgilligi %100, PPD ve
NPD swrasiyla %100 ve %98.9 bulunmustur. Ulkemizde ve diinyada yapilan
calismalarda EIA Toksin A/B testinin duyarlilifi %50-100; 6zgiilliigii %94.3-100

oranlar1 arasinda bulunmustur (Tablo 5.2).

Tablo 5.2. Calismamizda elde edilen EIA toksin A/B testinin gegerlilik sonuglarinin
diger ¢alismalarla karsilastiriimasi.

ElA-Toksin A/B testi

100 100 99

Deniz ve ark. (143) 85.7

Jamal ve ark. (166) 53.85 100 100 98.51
Hirvonen ve ark. (167) 100 100 100 81.1
Goret ve ark. (168) 50 99.5 88.2 96.7
Johan ve ark. (169) 81.6 100 100 98.3
Vasoo ve ark. (170) 79.2 100 100 93.5
Kim ve ark. (171) 63.6 100 100 96.6
Samra ve ark. (172) 83.5 94.3 98.5 91.7
Calismamiz 84.6 100 100 98.9

C. difficile toksijenik kiiltirde toksin pozitifliginin, dogrudan digki 6rneklerinde
saptananlara gore daha fazla olmasi, digk1 6rneginin nakli sirasinda, 1s1 degisikligi veya
fekal proteolitik enzimlerin etkisiyle toksin yapisindaki bozulmadan kaynaklanabilecegini
diistindiirmektedir. EIA testleri hizli, ucuz, uygulamasi kolay oldugundan dolay1 ¢ogu
laboratuvarda kullanilan testlerdir (173). Ancak EIA testlerinin referans testlere gore
duyarlilign dusiiktir (101). Bu yiizden tek basina kullanimi Onerilmemektedir.
Bununla birlikte EIA toksin testleri; anaerop kiiltiir yontemlerinin zahmetli, zaman alic
olmasi1 ve 6zel donanim gerektirmesi nedeniyle birgok laboratuvarda tercih edilmektedir.

Son zamanlarda ¢ogu laboratuvar toksijenik tiirlerin non-toksijenik tiirlerden
ayrimi i¢in kullanilan iki basamakli bir algoritmay1 kullanmaktadir. ilk basamaginda
GDH testi olan bu algoritmaya gore ilk dnce GDH testi yapilmakta, eger test negatif
ise ileri test yapilmamaktadir. Eger pozitif ise toksin testi yapilarak tiiriin toksijenik

oldugu dogrulanmasi1 gerekmektedir. Her iki test sonucu pozitif ise ve hastada
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semptomlar var ise CDE tanis1 konulmaktadir. GDH testi pozitif, toksin testi negatif
ise ya hasta toksijenik olmayan bir susu tasimakta veya toksin testinin yalanci negatif
sonug verdigi diistiniilmektedir (15).

Bizim ¢alismamizda kiiltiirde C. difficile olarak isimlendirilen 17 izolat vardir.
Ug C. difficile izolatinin GDH enzimi negatif bulunmustur. Bir tane C.ramosum
olarak isimlendirilmis ve GDH enzimi pozitif bulunmustur. Kiiltiirde {ireme
saptanmayan li¢ Ornekte GDH enzimi pozitif olarak degerlendirilmistir. Toplam
olarak 18 6rnekte GDH enzimi pozitifligi saptanmistir.

Referans test olarak kullanilan toksijenik kiiltiir ile 13 6rnek pozitiftir. Onii¢
izolatin hepsinde GDH enzimi pozitif bulunmusken, bunlarin onbir tanesinde EIA
toksin pozitif saptanmistir. Toksin B negatif olan izolatlarda PZR testi pozitif
bulunmustur. Bu 2 izolatin EIA toksin B testinin negatifligi yanlis negatiflik olarak
kabul edilmistir. Bu durumun toksin titresinin azligi nedeniyle olabilecegi
distinilmiistiir.

Son yillarda tanida kullanilmaya baslayan bir diger test de NAA testleridir.
Yapilan caligmalar yiiksek duyarlilik ve 6zgiilliige sahip oldugunu gostermektedir.
Ancak bu testi de smirlayan bazi durumlar vardir. Molekiiler yontemler ile pozitif
sonuclar elde edildiginde hastanin klinigi ile birlikte degerlendirilmesi gereklidir.
Ciinkii pozitif bir test sonucu canli organizmalarin mutlaka bulundugu anlamina
gelmemektedir ve bakterinin toksin {iiretme yetenegini saptamaktadir. Hasta
asemptomatik tasiyict da olabilir. Ancak tcdB geninin bulundugu anlamina gelir ve
toksijenik C. difficile tanisinin varsayilmasini saglar (174).

Stamper ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada sitotoksin ve toksijenik kiiltiir
testleri pozitif olan bir hasta orneginde PZR testi sonucu yalanci negatif olarak
saptanmustir (175). Benzer bir ¢alismada Elizabeth ve ark. 4 6rnekte GDH antijen ve
toksin A ve B EIA testi sonucu pozitif iken PZR sonucunun yalanci negatif
oldugunu saptamiglardir (156). Bizim c¢alismamizda da, toksijenik kiiltiirde pozitif
bulunan bir susun GDH enzimi ve EIA toksin B testleri pozitif bulunurken, PZR testi
negatif bulunmustur. Molekiiler yontem ile saptanan ve yalanci negatiflik olarak
kabul ettigimiz bu durumun tcdB geninde gergeklesen mutasyon ve ya sadece toksin
B-/binary toksin+ sentezleyen sus nedeniyle olabilecegi diisiinlilmiistiir. Son
zamanlarda tcdB gen bolgelerinde mutasyonlar ve delesyonlar olan toksijenik suslarin

varhigt bilinmektedir (176, 177). Toksin A+/binary toksin + ve toksin B - olan yeni
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bir sus da izole edilmistir. Toksin B negatif olan bu sus genetik olarak Kuzey
Amerika’da salgmma neden olan BI/NAP1/027 ribotipinden farklidir (178).
Calismamizda PZR testinin duyarliligi %92.3, 6zgilligi %100, PPD %100, NPD
%99.5 bulunmustur. Ulkemizde ve diinyada yapilan ¢alismalarda PZR testinin
duyarliligr %81.6-99.6; 6zgiilliigii %89.3-99.4 oranlar1 arasinda bulunmustur (Tablo
5.3).

Tablo 5.3. PZR (BDMAX) testinin gegerlilik sonuglart.

Arastirma p”
~Duyariik | Ozgiik | pPD | NpD
Hirvonen ve ark. (167) 99.6 98.7 96.3 97.8
Putsathit ve ark. (179) 95.5 99 87.5 99.7
Chiang ve ark. (180) 93.4 97.3 96 94
Dalpke ve ark. (181) 90.5 97.9 89.3 98.1
Leitner ve ark. (182) 96 99.4 96 99.4
Shin ve ark. (183) 86.3 89.3 97 62
Yoo ve ark. (184) 81.6 95.8 91 90
Calismamiz 92.3 100 100 994

AAD’lerde bir baska etken C.perfringens ’tir. C.perfringens normal saglikli
kigilerin de bagirsak florasinda da bulunur. Enterotoksin tireten C.perfringens
kokenleri hastaliga neden olur. Bu nedenle enterotoksin iireten bu kdkenleri saptayan
testler gelistirilmistir. Toksini saptayan EIA testleri ile toksinin salgilanmasini
saglayan cpe genini saptayan PZR testleri kullanilarak yapilan c¢esitli caligmalar
vardir. Abrahao ve ark 2001°de AAD’li hastalarda EIA ile C. perfringens
enterotoksinini aragtirmis ve sikligini %6.4 bulmuslardir (185). Asha ve ark.’nin 2002
de yaptiklar1 calismada EIA testi ile %8, 2006’daki calismalarinda ise %3.3 olarak
saptamiglardir (63, 186). Forward ve ark. %2.5, Joshy ve ark. %10 bulmuslardir (187,
188). Heimesaat ve ark.’nin ¢alismasinda C.perfringens enterotoksin sikligini %0.14
olarak bulmuslardir (189). Vaishnavi ve ark.’nin 2008’de yaptiklar1 calismada,
AAD’li hastalarda C.perfringens enterotoksin sikligini %2 bulmuslardir (190). Bizim
calismamizda ise C.perfringens EIA toksin testi ile C.perfringens sikligi %1 olarak
saptanmistir. Bu farkli degerlerin nedeni, sikliginin, mevsimsel degisiklikler veya

salgin gibi durumlardan etkilenmesi olabilmektedir (191).
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Calismamizda kiiltiirde C.perfringens olarak bulunan iki izolattan birinde
enterotoksin pozitif, digerinde negatif olarak saptanmistir. Bu negatifligin nedeni;
C.perfringens kokeninin toksin iiretmemesi olabilir. Ancak bu negatiflik yanlis
negatiflik olarak da kabul edilebilir. Eger diski semptomlarin baslangicinda alindiysa,
diskidaki toksin miktar1t maksimum diizeydedir. Digki ge¢ alimmigsa toksin diizeyi
azalacagindan EIA testi ile sonucumuz negatif ¢ikmis olabilir. Yanlis negatifligin bir
baska nedeni de diskinin saklanmasi (dondurma ve ¢ézme) sirasinda enterotoksinin
etkisinin azalmig olabilecegi veya enterotoksin inaktive olmus olabilecegidir (192).

Calismamizda EIA C.perfringens enterotoksin testinin duyarlihigi, 6zgilligi,
PPD ve NPD sirastyla %50, %99.4, %50, %99.4 olarak bulunmustur.

Kiltirde C. difficile iretilen bir hastada, EIA C. perfringens enterotoksin
testiyle pozitif bulunmustur. Bu susun GDH enzimi ve prodisk testi pozitif, EIA
toksin A/B ve PZR testi negatif bulunmustur. EIA C. perfringens enterotoksin
pozitifligi yanhs pozitiflik olarak kabul edilmistir. Yanlis pozitifligin nedeninin C.

difficile ile ¢apraz reaksiyondan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

CDE’nin laboratuvar tanisi, CDE’nin ciddiyetinde ve sikligindaki artistan
dolay1 6nemini korumaktadir. CDE tanisi i¢in farkli testler bulunmaktadir. Bu ylizden
her mikrobiyoloji laboratuvarinda CDE tanisi i¢in kullanilan test farklilik
gosterebilmektedir.

EIA GDH testi, pratik, hizli, ucuz bir tarama testi olarak kullanilabilir. Ancak
toksin lireten ve iiretmeyen tiim C. difficile suslarinda saptanabildigi i¢in 6zgilligi
diistiktiir, mutlaka toksin testiyle birlikte kullanilmalidir. Bu nedenle EIA GDH testi
bir 6n test tarama testidir. Pozitif sonuglarin Toksin A/B’yi saptayan EIA testi ve
toksin B genini saptayan molekiiler test ile dogrulanmasi gerekmektedir. Ancak
toksin A/B EIA ve molekiiler testlerle nadir de olsa yalanci negatifligin s6z konusu
olabilecegi de unutulmamalidir.

EIA toksin A/B testleri hizli, ucuz, uygulamasi kolay olmasindan dolay1 ¢ogu
laboratuvarda kullanilan testlerdir. Bu testler toksin A ve B’yi saptayabilir. Ancak
binary toksini saptayabilen herhangi bir EIA testi heniiz gelistirilmemistir. Ayrica
EIA testlerinin referans testlerden 6nemli dl¢iide diistiik duyarliligi vardir. Bu yiizden
tek basina kullanimi 6nerilmemektedir.

PZR testi, hizli ve yliksek duyarliliga sahiptir. EIA testlerine gore daha
pahalidir. Ancak algoritmali testlerin isgiicii maliyeti diisiiniildiigiinde, tek basina
PZR testinin fiyatinin daha avantajli olabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak PZR
testinin de asemptomatik hastalarda da yanlis pozitiflige neden olabilecegi
unutulmamalidir.

Son zamanlarda tcdB gen bolgelerinde mutasyonlar ve delesyonlar oldugu
caligmalarla gosterilmistir. Bu nedenle PZR testi ile yalanci negatif sonuglar elde
edilebilir. Sonug olarak;

1. Laboratuvarlar sadece GDH enzimi saptayan bir test kullaniyorsa, dnce

tarama testi olarak GDH enzimi bakilmasi, pozitif ¢ikanlara PZR testi
uygulanmasi, eger bu iki test arasinda uyumsuzluk varsa toksijenik kiiltiir

yapilarak dogrulama yapilmasini,
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2. GDH + toksin A/B'yi birlikte saptayan testler kullaniliyorsa, ilk olarak bu
testin ¢alisilmasi, sonucu uyumsuz ¢ikanlara PZR yapilmasi veya toksijenik

kiiltiirle dogrulama yapilmasi gerektigini diisiinmekteyiz.
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7. OZET

AKkdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesinde Yatan Iki Yas ve Uzeri
Hastalarda Clostridium Difficile iligkili Ishallerin Toksijenik Kiiltiir, GDH

Enzim, Toksin A/B ve PZR ile Toksin Genlerinin Arastirilmasi

Bu ¢alismada amag, C. difficile nedenli ishal oldugu diistiniilen hastalarin disk1
orneklerinden EIA yontemi ile toksin varliginin aranmasi, ayni Orneklerin
kiiltirlerinden ise C. difficile kdkenlerinin izolasyonunun yapilmasi ve PZR ile toksin
aragtirtlmas1  yaparak hastanemizde, C. difficile nedenli ishal sikliginin
arastirilmasidir.

Calisma kapsamina, Haziran 2013-Aralik 2013 tarihleri arasinda, Akdeniz
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvar1 ELISA Birimi’ne C. difficile Toksin A/B
istegi ile gonderilen diski 6rneklerinden, iki yas tizeri 200 hasta alinmistir.

Disk1 ornekleri CDSA secici besiyerine ekilip ve anaerop ortamda kiiltiirii
yapilmustir. Izole edilen organizmalar MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics Microflex
LT System, Becton Dickinson, Italya S.p.A) ile tanimlanmistir. C. difficile ¢ikan
ornekler ardindan ELISA yoOntemiyle veya PZR ile toksin varligina bakilarak
toksijenik kiiltiir yapilmistir. Ayn1 zamanda bu digkilardan EIA (C.diff Quik Chek
Complete (CdQCC), Techlab, Blacksburg, VA, USA) yontemi ile GDH ve toksin B,
PZR (BD Max Cdiff, BD Diagnostics) ile de toksin B geni ¢alisiimistir. Toksijenik
kiiltiir referans test olarak kabul edilmistir. Hasta popiilasyonumuzda CDE siklig1
%6.5 bulunmustur. Toksijenik kiiltiire gore pozitif bulunan 13 6rnekten hepsinde EIA
GDH testi pozitif bulunmustur. Bu 13 6rnegin 11’inde EIA toksin testi ile, 12’sinde
de PZR testi ile pozitiflik saptanmistir.

Sonuclarimiza géore GDH EIA testi, riskli hasta gruplarinda tarama testi olarak
kullanilabilir. Pozitif sonuglarin Toksin A+B’yi saptayan EIA testi ve toksin B genini
saptayan molekiiler test ile dogrulanmasi gerekmektedir. Hastanin klinigi ile test

sonucu uyumsuz oldugunda toksijenik kiiltiir yapilmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: C. difficile, PZR, GDH, EIA, Kiiltiir.
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8. ABSTRACT

Investigation of Toxigenic Clostridium Difficile-Associated Diarrhea by Culture,
GDH Enzyme, Toxin A/B and Toxin Gene by PCR at Hospitalized Patients with
Two Years and Older in Akdeniz University Medical School Hospital

In this study we aim to explore the existence of toxin by EIA method in
patient’s stool sample with diarrhea thought to be due to C. difficile. In addition
isolation of C. difficile origins from culture of same samples and toxin exploration
performed by PCR to investigate the frequency of C. difficile induced diarrhea in our
hospital.

This study consist of 200 patients above 2 years old in Akdeniz University
hospital Central Laboratory ELISA Unit for exploration of C. difficile toxin A/B in
stool samples between July 2013-November 2013.

Stool samples are planted in CDSA selective medium and anaerobic culture
performed. Isolated microorganisms are defined by MALDI-TOF-MS (Bruker
Daltonics Microflex LT System, Becton Dickinson, Italy s.p.a)

Toxigenic culture performed by PCR or ELISA method in C. difficile positive
samples with existence of toxin. At the same time GDH and Toxin B studied by EIA
(C. diff Quik Check Complete (CDQCC), Techlab, Blacksburg, va, USA) whereas
toxin B gene by PCR (BD max Cdiff, BD Diagnostics)

Toxigenic culture is considered as reference test. CDE frequency is found as
6.5% in our patient population. All of 13 samples which are positive for toxigenic
culture, are positive for EIA GDH test. Positivity is detected in 11 of 13 samples by
EIA toxin test and 12 of 13 samples by PCR test.

According to our results GDH EIA test can be used as screening test in risky
patient population. Positive results must be verified by EIA test which detect toxin
A+B and molecular test which detect toxin B gene. Toxigenic culture must be
performed when incompatible situations occurred between the test result and patient’s

clinic.

Key words: C. difficile, PCR, GDH, EIA, Culture.

54



10.

9. KAYNAKLAR

Soéyletir G. Antibiyotige bagli kolitler. Infeksiyon Hastaliklar1 ve
Mikrobiyolojisi 2002; 762.

Murray PR. Manual of Clinical Microbiology 9ed 2007.

Brooks GF. Sporlu Gram pozitif ¢omaklar. In: Jawetz M, Adelberg, editor.
T1bbi Mikrobiyoloji 24ed 2010; 211.

Gerding DN. Global epidemiology of Clostridium difficile infection in 2010.
Infection Control and Hospital Epidemiology: the Official Journal of the
Society of Hospital Epidemiologists of America 2010; 31 Suppl 1: 32-4.

Rupnik M. How to detect Clostridium difficile variant strains in a routine
laboratory. Clinical microbiology and infection: the official publication of the
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases 2001; 7(8):
417-20.

Kiyan M. Anaerob sporlu basiller. In: SU, editor. Temel ve Klinik
Mikrobiyoloji 1999; 623.

Bilgehan H. Anaerob sporlu basiller. In: Bilgehan H, editor. Klinik
Mikrobiyoloji 5ed 2009; 547.

Brazier JS. The diagnosis of Clostridium difficile-associated disease. The
Journal of Antimicrobial Chemotherapy 1998; 41 Suppl C: 29-40.

Cohen SH, Gerding DN, Johnson S, Kelly CP, Loo VG, McDonald LC, et al.
Clinical practice guidelines for Clostridium difficile infection in adults: 2010
update by the society for healthcare epidemiology of America (SHEA) and the
infectious diseases society of America (IDSA). Infection Control and Hospital
Epidemiology : the Official Journal of the Society of Hospital Epidemiologists
of America 2010; 31(5): 431-55.

Borriello SP, Wilcox MH. Clostridium difficile infections of the gut: the
unanswered questions. The Journal of Antimicrobial Chemotherapy 1998; 41
Suppl C: 67-9.

55



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Aygun G, Yilmaz M, Yasar H, Aslan M, Polat E, Midilli K, et al. Parasites in
nosocomial diarrhoea: are they underestimated? The Journal of Hospital
Infection 2005; 60(3): 283-5.

Baron S. Medical Microbiology 4ed 1996.

Bartlett JG. Historical perspectives on studies of Clostridium difficile and C.
difficile infection. Clinical Infectious Diseases: an Official Publication of the

Infectious Diseases Society of America 2008; 46 Suppl 1: 4-11.

Bartlett JG, Gerding DN. Clinical recognition and diagnosis of Clostridium
difficile infection. Clinical Infectious Diseases: an Official Publication of the

Infectious Diseases Society of America 2008; 46 Suppl 1: 12-8.

Carroll KC. Tests for the diagnosis of Clostridium difficile infection: the next
generation. Anaerobe 2011; 17(4): 170-4.

Dawson LF, Valiente E, Wren BW. Clostridium difficile--a continually
evolving and problematic pathogen. Infection, Genetics and Evolution: Journal
of Molecular Epidemiology and Evolutionary Genetics in Infectious Diseases
2009; 9(6): 1410-7.

Voth DE, Ballard JD. Clostridium difficile toxins: mechanism of action and
role in disease. Clinical Microbiology Reviews 2005; 18(2): 247-63.

Laughon BE, Viscidi RP, Gdovin SL, Yolken RH, Bartlett JG. Enzyme
immunoassays for detection of Clostridium difficile toxins A and B in fecal
specimens. The Journal of Infectious Diseases 1984; 149(5): 781-8.

Vedantam G, Clark A, Chu M, McQuade R, Mallozzi M, Viswanathan VK.
Clostridium difficile infection: toxins and non-toxin virulence factors, and their
contributions to disease establishment and host response. Gut Microbes 2012;
3(2): 121-34.

Stevens V, Dumyati G, Fine LS, Fisher SG, van Wijngaarden E. Cumulative
antibiotic exposures over time and the risk of Clostridium difficile infection.
Clinical Infectious Diseases: an Official Publication of the Infectious Diseases
Society of America 2011; 53(1): 42-8.

56



21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Britton RA, Young VB. Interaction between the intestinal microbiota and host
in Clostridium difficile colonization resistance. Trends in Microbiology 2012;
20(7): 313-9.

Kelly CP. Can we identify patients at high risk of recurrent Clostridium difficile
infection? Clinical Microbiology and Infection: the Official Publication of the
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases 2012;18
Suppl 6: 21-7.

Kelly CP, Kyne L. The host immune response to Clostridium difficile. Journal
of Medical Microbiology 2011; 60(Pt 8): 1070-9.

Dethlefsen L, Relman DA. Incomplete recovery and individualized responses
of the human distal gut microbiota to repeated antibiotic perturbation.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 2011; 108 Suppl 1: 4554-61.

Gough E, Shaikh H, Manges AR. Systematic review of intestinal microbiota
transplantation (fecal bacteriotherapy) for recurrent Clostridium difficile
infection. Clinical Infectious Diseases: an Official Publication of the Infectious
Diseases Society of America 2011; 53(10): 994-1002.

van Nood E, Vrieze A, Nieuwdorp M, Fuentes S, Zoetendal EG, de Vos WM,
et al. Duodenal infusion of donor feces for recurrent Clostridium difficile. The
New England Journal of Medicine 2013; 368(5): 407-15.

Sebaihia M, Wren BW, Mullany P, Fairweather NF, Minton N, Stabler R, et al.
The multidrug-resistant human pathogen Clostridium difficile has a highly
mobile, mosaic genome. Nature Genetics 2006; 38(7): 779-86.

Alonso CD, Treadway SB, Hanna DB, Huff CA, Neofytos D, Carroll KC, et al.
Epidemiology and outcomes of Clostridium difficile infections in hematopoietic
stem cell transplant recipients. Clinical Infectious Diseases: an Official
Publication of the Infectious Diseases Society of America 2012; 54(8): 1053-
63.

57



29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Freeman J, Bauer MP, Baines SD, Corver J, Fawley WN, Goorhuis B, et al.
The changing epidemiology of Clostridium difficile infections. Clinical
Microbiology Reviews 2010; 23(3): 529-49.

Johnson S. Recurrent Clostridium difficile infection: causality and therapeutic

approaches. International J of Antimicrobial Agents 2009; 33 Suppl 1: 33-6.1

Carter GP, Awad MM, Kelly ML, Rood JI, Lyras D. TcdB or not TcdB: a tale
of two Clostridium difficile toxins. Future Microbiology 2011; 6(2): 121-3.

Rupnik M, Wilcox MH, Gerding DN. Clostridium difficile infection: new
developments in epidemiology and pathogenesis. Nature Reviews Microbiology
2009; 7(7): 526-36.

Carter GP, Rood JI, Lyras D. The role of toxin A and toxin B in the virulence of
Clostridium difficile. Trends in Microbiology 2012; 20(1): 21-9.

Balassiano IT, Yates EA, Domingues RM, Ferreira EO. Clostridium difficile: a
problem of concern in developed countries and still a mystery in Latin America.
Journal of Medical Microbiology 2012; 61(Pt 2): 169-79.

Dupuy B, Govind R, Antunes A, Matamouros S. Clostridium difficile toxin
synthesis is negatively regulated by TcdC. Journal of Medical Microbiology
2008; 57(Pt 6): 685-9.

Dineen SS, McBride SM, Sonenshein AL. Integration of metabolism and
virulence by Clostridium difficile CodY. Journal of Bacteriology 2010;
192(20): 5350-62.

Jank T, Reinert DJ, Giesemann T, Schulz GE, Aktories K. Change of the donor
substrate specificity of Clostridium difficile toxin B by site-directed
mutagenesis. The Journal of Biological Chemistry 2005; 280(45): 37833-8.

Peniche AG, Savidge TC, Dann SM. Recent insights into Clostridium difficile
pathogenesis. Current Opinion in Infectious Diseases 2013; 26(5): 447-53.

Fekety R. Guidelines for the diagnosis and management of Clostridium
difficile-associated diarrhea and colitis. American College of Gastroenterology,
Practice Parameters Committee. The American Journal of Gastroenterology
1997; 92(5): 739-50.

58



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Schwan C, Stecher B, Tzivelekidis T, van Ham M, Rohde M, Hardt WD, et al.
Clostridium difficile toxin CDT induces formation of microtubule-based
protrusions and increases adherence of bacteria. PLoS Pathogens 2009; 5(10):
€1000626.

Papatheodorou P, Carette JE, Bell GW, Schwan C, Guttenberg G,
Brummelkamp TR, et al. Lipolysis-stimulated lipoprotein receptor (LSR) is the
host receptor for the binary toxin Clostridium difficile transferase (CDT).
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America 2011; 108(39): 16422-7.

Borriello SP. Pathogenesis of Clostridium difficile infection. The Journal of
Antimicrobial Chemotherapy 1998; 41 Suppl C: 13-9.

Pothoulakis C, LaMont JT. Clostridium difficile colitis and diarrhea.
Gastroenterology Clinics of North America 1993; 22(3): 623-37.

Pechine S, Gleizes A, Janoir C, Gorges-Kergot R, Barc MC, Delmee M, et al.
Immunological properties of surface proteins of Clostridium difficile. Journal of
Medical Microbiology 2005; 54(Pt 2): 193-6.

Sarker MR, Paredes-Sabja D. Molecular basis of early stages of Clostridium
difficile infection: germination and colonization. Future Microbiology 2012;
7(8): 933-43.

Tasteyre A, Barc MC, Karjalainen T, Dodson P, Hyde S, Bourlioux P, et al. A
Clostridium difficile gene encoding flagellin. Microbiology 2000; 146 (Pt 4):
957-66.

Badur S. Enfeksiyon patogenezi ve bagisiklik. Cilt 2 (clostridium difficile
patogenezi); 1053.

Souza MHLP M-FA, Rocha MFG. The involvement of macrophage-derived
tumour necrosis factor and lipoxygenase products on the neutrophil recruitment

induced by Clostridium difficile toxin B. Immunology 1997; 281-8.

Linevsky JK, Pothoulakis C, Keates S, Warny M, Keates AC, Lamont JT, et al.
IL-8 release and neutrophil activation by Clostridium difficile toxin-exposed

59



50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

human monocytes. The American Journal of Physiology 1997; 273(6 Pt 1):
1333-40.

Calderon GM, Torres-Lopez J, Lin TJ, Chavez B, Hernandez M, Munoz O, et
al. Effects of toxin A from Clostridium difficile on mast cell activation and
survival. Infection and Immunity 1998; 66(6): 2755-61.

Bartlett JG, Chang TW, Gurwith M, Gorbach SL, Onderdonk AB. Antibiotic-
associated pseudomembranous colitis due to toxin-producing clostridia. The
New England Journal of Medicine 1978; 298(10): 531-4.

Kelly CP, Pothoulakis C, LaMont JT. Clostridium difficile colitis. The New
England Journal of Medicine 1994; 330(4): 257-62.

Reinke CM, Messick CR. Update on Clostridium difficile-induced colitis, Part
1. American Journal of Hospital Pharmacy 1994; 51(14): 1771-81.

Bartlett JG. Clostridium difficile-associated Enteric Disease. Current Infectious
Disease Reports 2002; 4(6): 477-83.

Johnson S. Recurrent Clostridium difficile infection: a review of risk factors,
treatments, and outcomes. The Journal of Infection 2009; 58(6): 403-10.

Vaishnavi C. Clinical spectrum & pathogenesis of Clostridium difficile
associated diseases. The Indian Journal of Medical Research 2010; 131: 487-99.

Lung E. Acute diarrheal diseases. In: Friedman SL MK, Grendell JH, editor.
Current Diagnosis & Treatment in Gastroenterology 2ed 2003; 131-50.

Wood M. When stool cultures from adult inpatients are appropriate. Lancet
2001; 357(9260): 901-2.

Daube G, China B, Simon P, Hvala K, Mainil J. Typing of Clostridium
perfringens by in vitro amplification of toxin genes. The Journal of Applied
Bacteriology 1994; 77(6): 650-5.

Issa M, Ananthakrishnan AN, Binion DG. Clostridium difficile and
inflammatory bowel disease. Inflammatory Bowel Diseases 2008; 14(10):
1432-42.

60



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Modi N, Wilcox MH. Evidence for antibiotic induced Clostridium perfringens
diarrhoea. Journal of Clinical Pathology 2001; 54(10): 748-51.

McClane BA. The complex interactions between Clostridium perfringens
enterotoxin and epithelial tight junctions. Toxicon: Official Journal of the
International Society on Toxinology 2001; 39(11): 1781-91.

Asha NJ, Wilcox MH. Laboratory diagnosis of Clostridium perfringens
antibiotic-associated diarrhoea. Journal of Medical Microbiology 2002; 51(10):
891-4.

Worsley MA. Infection control and prevention of Clostridium difficile
infection. The Journal of Antimicrobial Chemotherapy 1998; 41 Suppl C: 59-
66.

Pepin J, Valiquette L, Alary ME, Villemure P, Pelletier A, Forget K, et al.
Clostridium difficile-associated diarrhea in a region of Quebec from 1991 to
2003: a changing pattern of disease severity. CMAJ: Canadian Medical
Association Journal= Journal de I'Association Medicale Canadienne 2004;
171(5): 466-72.

Gravel D, Miller M, Simor A, Taylor G, Gardam M, McGeer A, et al. Health
care-associated Clostridium difficile infection in adults admitted to acute care
hospitals in Canada: a Canadian Nosocomial Infection Surveillance Program
Study. Clinical Infectious Diseases: an Official Publication of the Infectious
Diseases Society of America 2009; 48(5): 568-76.

Barbut F, Delmee M, Brazier JS, Petit JC, Poxton IR, Rupnik M, et al. A
European survey of diagnostic methods and testing protocols for Clostridium
difficile. Clinical Microbiology and linfection: the Official Publication of the
European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases 2003;
9(10): 989-96.

McDonald LC, Owings M, Jernigan DB. Clostridium difficile infection in
patients discharged from US short-stay hospitals, 1996-2003. Emerging
Infectious Diseases 2006; 12(3): 409-15.

61



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

Bartlett JG. Clostridium difficile: progress and challenges. Annals of the New
York Academy of Sciences 2010; 1213: 62-9.

McDonald LC, Coignard B, Dubberke E, Song X, Horan T, Kutty PK, et al.
Recommendations for surveillance of Clostridium difficile-associated disease.
Infection Control and Hospital Epidemiology: the Official Journal of the
Society of Hospital Epidemiologists of America 2007; 28(2): 140-5.

Carter GP, Douce GR, Govind R, Howarth PM, Mackin KE, Spencer J, et al.
The anti-sigma factor TcdC modulates hypervirulence in an epidemic
BI/NAP1/027 clinical isolate of Clostridium difficile. PLoS Pathogens 2011,
7(10): e1002317.

McDonald LC, Killgore GE, Thompson A, Owens RC, Jr., Kazakova SV,
Sambol SP, et al. An epidemic, toxin gene-variant strain of Clostridium
difficile. The New England Journal of Medicine 2005; 353(23): 2433-41.

Barbut F, Decre D, Lalande V, Burghoffer B, Noussair L, Gigandon A, et al.
Clinical features of Clostridium difficile-associated diarrhoea due to binary
toxin (actin-specific ADP-ribosyltransferase)-producing strains. Journal of
Medical Microbiology 2005; 54(Pt 2): 181-5.

Burns DA, Heeg D, Cartman ST, Minton NP. Reconsidering the sporulation
characteristics of hypervirulent Clostridium difficile BI/NAP1/027. PloS One
2011; 6(9): €24894.

Murray PR. Antibiotic Associated Colitis. In: Thielman N.M. WKH, editor.
Medical Microbiology 7ed 2009; 1375-87.

Zilberberg MD, Shorr AF, Micek ST, Doherty JA, Kollef MH. Clostridium
difficile-associated disease and mortality among the elderly critically ill.
Critical Care Medicine 2009; 37(9): 2583-9.

Welfare MR, Lalayiannis LC, Martin KE, Corbett S, Marshall B, Sarma JB.
Co-morbidities as predictors of mortality in Clostridium difficile infection and
derivation of the ARC predictive score. The Journal of Hospital Infection 2011,
79(4): 359-63.

62



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Surawicz CM, Brandt LJ, Binion DG, Ananthakrishnan AN, Curry SR, Gilligan
PH, et al. Guidelines for diagnosis, treatment, and prevention of Clostridium
difficile infections. The American Journal of Gastroenterology 2013; 108(4):
478-98; quiz 99.

Lin HJ, Hung YP, Liu HC, Lee JC, Lee CI, Wu YH, et al. Risk factors for
Clostridium difficile-associated diarrhea among hospitalized adults with fecal
toxigenic C. difficile colonization. Journal of Microbiology, Immunology, and
Infection = Wei Mian Yu Gan Ran Za Zhi 2015; 48(2): 183-9.

Banaszkiewicz A, Pituch H. Clostridium difficile infection in children with
inflammatory Bowel Disease: Current Evidence. Current Pharmaceutical
Design 2013.

Khanna R, Chande N, Nelson RL. Treatment of an initial infection with
clostridium difficile in patients with inflammatory bowel disease. Inflammatory
Bowel Diseases 2013; 19(10): 2223-6.

Berg AM, Kelly CP, Farraye FA. Clostridium difficile infection in the
inflammatory bowel disease patient. Inflammatory Bowel Diseases 2013; 19(1):
194-204.

Deshpande A, Pant C, Pasupuleti V, Rolston DD, Jain A, Deshpande N, et al.
Association between proton pump inhibitor therapy and Clostridium difficile
infection in a meta-analysis. Clinical Gastroenterology and Hepatology: the
Official Clinical Practice Journal of the American Gastroenterological
Association 2012; 10(3): 225-33.

Vesteinsdottir I, Gudlaugsdottir S, Einarsdottir R, Kalaitzakis E, Sigurdardottir
O, Bjornsson ES. Risk factors for Clostridium difficile toxin-positive diarrhea:
a population-based prospective case-control study. European Journal of Clinical
Microbiology & Infectious Diseases: Official Publication of the European
Society of Clinical Microbiology 2012; 31(10): 2601-10.

Bavishi C, Dupont HL. Systematic review: the use of proton pump inhibitors
and increased susceptibility to enteric infection. Alimentary Pharmacology &
Therapeutics 2011; 34(11-12): 1269-81.

63



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Janarthanan S, Ditah I, Adler DG, Ehrinpreis MN. Clostridium difficile-
associated diarrhea and proton pump inhibitor therapy: a meta-analysis. The
American Journal of Gastroenterology 2012; 107(7): 1001-10.

Kwok CS, Arthur AK, Anibueze CI, Singh S, Cavallazzi R, Loke YK. Risk of
Clostridium difficile infection with acid suppressing drugs and antibiotics:
meta-analysis. The American Journal of Gastroenterology 2012; 107(7): 1011-
9.

Barletta JF, El-lbiary SY, Davis LE, Nguyen B, Raney CR. Proton Pump
Inhibitors and the Risk for Hospital-Acquired Clostridium difficile Infection.
Mayo Clinic Proceedings Mayo Clinic 2013; 88(10): 1085-90.

Freedberg DE, Salmasian H, Friedman C, Abrams JA. Proton Pump Inhibitors
and Risk for Recurrent Clostridium difficile Infection Among Inpatients. The
American Journal of Gastroenterology 2013.

Howland RH. Antidepressant drugs and infectious disease. Journal of
Psychosocial Nursing and Mental Health Services 2013; 51(7): 11-4.

Mikocka-Walus A. Depression and use of antidepressants is associated with
increased risk of Clostridium difficile infection. Evidence-Based Mental Health
2013; 16(4): 95.

Gerding DN, Johnson S, Peterson LR, Mulligan ME, Silva J, Jr. Clostridium
difficile-associated diarrhea and colitis. Infection Control and Hospital
Epidemiology: the Official Journal of the Society of Hospital Epidemiologists
of America 1995; 16(8): 459-77.

Delmee M. Laboratory diagnosis of Clostridium difficile disease. Clinical
Microbiology and Infection: the Official Publication of the European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases 2001; 7(8): 411-6.

Bartlett JG. Clostridium difficile-associated diarrhea and colitis. Infectious
Diseases 2ed 2004; 670-7.

Stanley JD, Bartlett JG, Dart BWt, Ashcraft JH. Clostridium difficile infection.
Current Problems in Surgery 2013; 50(7): 302-37.

64



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

Dupont HL. Diagnosis and management of Clostridium difficile infection.
Clinical Gastroenterology and Hepatology: the Official Clinical Practice
Journal of the American Gastroenterological Association 2013; 11(10): 1216-
23; quiz e73.

Brazier JS. Clostridium difficile: the anaerobe that made the grade. Anaerobe
2012; 18(2): 197-9.

Vaishnavi C. Diagnostic approach to Clostridium difficile infection. Indian
Journal of Gastroenterology: Official Journal of the Indian Society of
Gastroenterology 2010; 29(4): 137-9.

Burnham CA, Carroll KC. Diagnosis of Clostridium difficile infection: an
ongoing conundrum for clinicians and for clinical laboratories. Clinical
Microbiology Reviews 2013; 26(3): 604-30.

Simor AE. Diagnosis, management, and prevention of Clostridium difficile
infection in long-term care facilities: a review. Journal of the American
Geriatrics Society 2010; 58(8): 1556-64.

Marra F, Ng K. Controversies Around Epidemiology, Diagnosis and Treatment
of Clostridium difficile Infection. Drugs 2015; 75(10): 1095-118.

Badger VO, Ledeboer NA, Graham MB, Edmiston CE, Jr. Clostridium
difficile: epidemiology, pathogenesis, management, and prevention of a
recalcitrant healthcare-associated pathogen. JPEN Journal of Parenteral and
Enteral Nutrition 2012; 36(6): 645-62.

Kundrapu S, Sunkesula VC, Jury LA, Sethi AK, Donskey CJ. Utility of
perirectal swab specimens for diagnosis of Clostridium difficile infection.
Clinical Infectious Diseases: an Official Publication of the Infectious Diseases
Society of America 2012; 55(11): 1527-30.

Available from: www.cdc.gov/media/releases/2013/p1212-mrsa-cdifficile.html)

Eckert C, Burghoffer B, Lalande V, Barbut F. Evaluation of the chromogenic
agar chromID C. difficile. Journal of Clinical Microbiology 2013; 51(3): 1002-
4.

65


http://www.cdc.gov/media/releases/2013/p1212-mrsa-cdifficile.html)

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

Garimella PS, Agarwal R, Katz A. The utility of repeat enzyme immunoassay
testing for the diagnosis of Clostridium difficile infection: a systematic review
of the literature. Journal of Postgraduate Medicine 2012; 58(3): 194-8.

Carroll KC, Bartlett JG. Biology of Clostridium difficile: implications for
epidemiology and diagnosis. Annual Review of Microbiology 2011; 65: 501-
21.

Sharp SE, Ruden LO, Pohl JC, Hatcher PA, Jayne LM, lvie WM. Evaluation of
the C.Diff Quik Chek Complete Assay, a new glutamate dehydrogenase and
A/B toxin combination lateral flow assay for use in rapid, simple diagnosis of
clostridium difficile disease. Journal of Clinical Microbiology 2010; 48(6):
2082-6.

Reller ME, Alcabasa RC, Lema CA, Carroll KC. Comparison of two rapid
assays for Clostridium difficile Common antigen and a C difficile toxin A/B
assay with the cell culture neutralization assay. American Journal of Clinical
Pathology 2010; 133(1): 107-9.

Wren B, Clayton C, Tabaqchali S. Rapid identification of toxigenic Clostridium
difficile by polymerase chain reaction. Lancet 1990; 335(8686): 423.

Kato N, Ou CY, Kato H, Bartley SL, Brown VK, Dowell VR, Jr., et al.
Identification of toxigenic Clostridium difficile by the polymerase chain
reaction. Journal of Clinical Microbiology 1991; 29(1): 33-7.

Barkin JA, Nandi N, Miller N, Grace A, Barkin JS, Sussman DA. Superiority of
the DNA amplification assay for the diagnosis of C. difficile infection: a
clinical comparison of fecal tests. Digestive Diseases and Sciences 2012;
57(10): 2592-9.

Probert CS, Jones PR, Ratcliffe NM. A novel method for rapidly diagnosing the
causes of diarrhoea. Gut 2004; 53(1): 58-61.

Ashraf H, Beltinger J, Alam NH, Bardhan PK, Farugue AS, Akter J, et al.
Evaluation of faecal occult blood test and lactoferrin latex agglutination test in

screening hospitalized patients for diagnosing inflammatory and non-

66



115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

inflammatory diarrhoea in Dhaka, Bangladesh. Digestion 2007; 76(3-4): 256-
61.

van Langenberg DR, Gearry RB, Wong HL, Ward M, Gibson PR. The potential
value of faecal lactoferrin as a screening test in hospitalized patients with
diarrhoea. Internal Medicine Journal 2010; 40(12): 819-27.

Miller JR, Barrett LJ, Kotloff K, Guerrant RL. A rapid test for infectious and
inflammatory enteritis. Archives of Internal Medicine 1994; 154(23): 2660-4.

Sherwood RA. Faecal markers of gastrointestinal inflammation. Journal of
Clinical Pathology 2012; 65(11): 981-5.

Bulusu M, Narayan S, Shetler K, Triadafilopoulos G. Leukocytosis as a
harbinger and surrogate marker of Clostridium difficile infection in hospitalized
patients with diarrhea. The American Journal of Gastroenterology 2000; 95(11):
3137-41.

Fedorko DP, Williams EC. Use of cycloserine-cefoxitin-fructose agar and L-
proline-aminopeptidase (PRO Discs) in the rapid identification of Clostridium
difficile. Journal of Clinical Microbiology 1997; 35(5): 1258-9.

Artsimovitch I, Seddon J, Sears P. Fidaxomicin is an inhibitor of the initiation
of bacterial RNA synthesis. Clinical infectious Diseases: an Official Publication

of the Infectious Diseases Society of America 2012; 55 Suppl 2: 127-31.

Louie TJ, Cannon K, Byrne B, Emery J, Ward L, Eyben M, et al. Fidaxomicin
preserves the intestinal microbiome during and after treatment of Clostridium
difficile infection (CDI) and reduces both toxin reexpression and recurrence of
CDI. Clinical infectious diseases : an official publication of the Infectious
Diseases Society of America 2012; 55 Suppl 2: 132-42.

Kelly CP. Current strategies for management of initial Clostridium difficile
infection. Journal of hospital medicine : an official publication of the Society of
Hospital Medicine 2012; 7 Suppl 3: 5-10.

O'Keefe SJ. Tube feeding, the microbiota, and Clostridium difficile infection.
World Journal of Gastroenterology: WJG 2010; 16(2): 139-42.

67



124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

Lamontagne F, Labbe AC, Haeck O, Lesur O, Lalancette M, Patino C, et al.
Impact of emergency colectomy on survival of patients with fulminant
Clostridium difficile colitis during an epidemic caused by a hypervirulent
strain. Annals of Surgery 2007; 245(2): 267-72.

Perera AD, Akbari RP, Cowher MS, Read TE, McCormick JT, Medich DS, et
al. Colectomy for fulminant Clostridium difficile colitis: predictors of mortality.
The American Surgeon 2010; 76(4): 418-21.

Markelov A, Livert D, Kohli H. Predictors of fatal outcome after colectomy for
fulminant  Clostridium  difficile  Colitis: a  10-year  experience.
dr.markelov@gmail.com. The American Surgeon 2011; 77(8): 977-80.

Bakken JS, Borody T, Brandt LJ, Brill JV, Demarco DC, Franzos MA, et al.
Treating Clostridium difficile infection with fecal microbiota transplantation.
Clinical Gastroenterology and Hatology: the Official Clinical Practice Journal
of the American Gastroenterological Association 2011; 9(12): 1044-9.

Brandt LJ, Aroniadis OC, Mellow M, Kanatzar A, Kelly C, Park T, et al. Long-
term follow-up of colonoscopic fecal microbiota transplant for recurrent
Clostridium difficile infection. The American Journal of Gastroenterology
2012; 107(7): 1079-87.

McFarland LV. Systematic review and meta-analysis of Saccharomyces
boulardii in adult patients. World Journal of Gastroenterology: WJG. 2010;
16(18): 2202-22.

Drago L, Rodighiero V, Celeste T, Rovetto L, De Vecchi E. Microbiological
evaluation of commercial probiotic products available in the USA in 2009.
Journal of Cmotherapy 2010; 22(6): 373-7.

Abougergi MS, Kwon JH. Intravenous immunoglobulin for the treatment of
Clostridium difficile infection: a review. Digestive Diseases and Sciences 2011;
56(1): 19-26.

Lowy I, Molrine DC, Leav BA, Blair BM, Baxter R, Gerding DN, et al.
Treatment with monoclonal antibodies against Clostridium difficile toxins. The
New England Journal of Medicine 2010; 362(3): 197-205.

68



133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Giannasca PJ, Warny M. Active and passive immunization against Clostridium
difficile diarrhea and colitis. Vaccine 2004; 22(7): 848-56.

Lee BY, Popovich MJ, Tian Y, Bailey RR, Ufberg PJ, Wiringa AE, et al. The
potential value of Clostridium difficile vaccine: an economic computer
simulation model. Vaccine 2010; 28(32): 5245-53.

Sougioultzis S, Kyne L, Drudy D, Keates S, Maroo S, Pothoulakis C, et al.
Clostridium difficile toxoid vaccine in recurrent C. difficile-associated diarrhea.
Gastroenterology 2005; 128(3): 764-70.

Tran MC, Claros MC, Goldstein EJ. Therapy of Clostridium difficile infection:
perspectives on a changing paradigm. Expert Opinion on Pharmacotherapy
2013; 14(17): 2375-86.

Carrico RM. Guide to preventing Clostridium Difficile infections. Association
for Professionals in Infection Control and Epidemiology 2013; 32-81.

Bauer MP, Notermans DW, van Benthem BH, Brazier JS, Wilcox MH, Rupnik
M, et al. Clostridium difficile infection in Europe: a hospital-based survey.
Lancet 2011; 377(9759): 63-73.

Ylisiurua P, Koskela M, Vainio O, Tuokko H. Comparison of antigen and two
molecular methods for the detection of Clostridium difficile toxins.

Scandinavian Journal of Infectious Diseases 2013; 45(1): 19-25.

Balihar K, Kozak F, Kozeluhova J, Hejda V, Fremundova L, Krcma M, et al.
Clostridium difficile infection in hospitalized patients at a Czech tertiary center:
analysis of epidemiology, clinical features, and risk factors of fulminant course.

European Journal of Gastroenterology & Hepatology 2014; 26(8): 880-7.

Mittal C, Hassan S, Arshad S, Jeepalyam S, Bruni S, Miceli M, et al.
Clostridium difficile infection in liver transplant recipients: a retrospective
study of rates, risk factors and outcomes. American Journal of Transplantation :
official journal of the American Society of Transplantation and the American
Society of Transplant Surgeons 2014; 14(8): 1901-7.

69



142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

Ergen EK, Akalin H, Yilmaz E, Sinirtas M, Alver O, Heper Y, et al
Nosocomial diarrhea and Clostridium Difficile associated diarrhea in a Turkish
University Hospital. Medecine et Maladies Infectieuses 2009; 39(6): 382-7.

Deniz U, Ulger N, Aksu B, Karavus M, Soyletir G. [Investigation of toxin
genes of Clostridium difficile strains isolated from hospitalized patients with
diarrhoea at Marmara University Hospital]. Mikrobiyoloji Bulteni 2011; 45(1):
1-10.

Akgiil O. Nazokomiyal Ishallerde Clostridium Difficile Sikliginin Arastirilmasi
2010.

Yilmaz M, Bilir YA, Aygun G, Erzin Y, Ozturk R, Celik AF. Prospective
observational study on antibiotic-associated bloody diarrhea: report of 21 cases
with a long-term follow-up from Turkey. European Journal of Gastroenterology
& Hepatology 2012; 24(6): 688-94.

Lale Z, Fidan I, Adiyaman G, Yesilyurt E, Ozkan S, Caglar K. Ishalli
Hastalarin Digk1 Orneklerinde C. Difficile Toksin A/B Sikliginin Arastirilmas.
ANKEM Dergisi 2013; 27: 55-9.

Wroblewska MM, Swoboda-Kopec E, Rokosz A, Nurzynska G, Bednarska A,
Luczak M. Detection of Clostridium difficile and its toxin A (TcdA) in stool
specimens from hospitalised patients. Polish Journal of Microbiology / Polskie
Towarzystwo Mikrobiologow = The Polish Society of Microbiologists 2005;
54(2): 111-5.

Altindis M, Usluer S, Ciftci H, Tunc N, Cetinkaya Z, Aktepe OC. [Investigation
of the presence of Clostridium difficile in antibiotic associated diarrhea patients

by culture and toxin detection methods]. Mikrobiyoloji Biilteni 2007; 41(1): 29-
37.

Oztiirk R MK, Ergin S. Ishalli olgularda ELISA yontemi ile Clostridium
difficile Toksin A aranmasi,. 5 Ulusal Infeksiyon Hastaliklar1 Kongresi, Kongre
kitabi, Istanbul 1995; 11: 101.

Kim J, Smathers SA, Prasad P, Leckerman KH, Coffin S, Zaoutis T.

Epidemiological features of Clostridium difficile-associated disease among

70



151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

inpatients at children's hospitals in the United States, 2001-2006. Pediatrics
2008; 122(6): 1266-70.

Selvaraju SB, Gripka M, Estes K, Nguyen A, Jackson MA, Selvarangan R.
Detection of toxigenic Clostridium difficile in pediatric stool samples: an
evaluation of Quik Check Complete Antigen assay, BD GeneOhm Cdiff PCR,
and ProGastro Cd PCR assays. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease
2011; 71(3): 224-9.

Luna RA, Boyanton BL, Jr., Mehta S, Courtney EM, Webb CR, Revell PA, et
al. Rapid stool-based diagnosis of Clostridium difficile infection by real-time
PCR in a children's hospital. Journal of Clinical Microbiology 2011; 49(3): 851-
1.

Duleba K, Pawlowska M, Wietlicka-Piszcz M. Clostridium difficile infection in
children hospitalized due to diarrhea. European Journal of Clinical
Microbiology & Infectious Diseases: Official Publication of the European
Society of Clinical Microbiology 2014; 33(2): 201-9.

Oguz F, Uysal G, Dasdemir S, Oskovi H, Vidinlisan S. The role of Clostridium
difficile in childhood nosocomial diarrhea. Scandinavian Journal of Infectious
Diseases 2001; 33(10): 731-3.

Kawada M, Annaka M, Kato H, Shibasaki S, Hikosaka K, Mizuno H, et al.
Evaluation of a simultaneous detection kit for the glutamate dehydrogenase
antigen and toxin A/B in feces for diagnosis of Clostridium difficile infection.
Journal of Infection and Chemotherapy: Official Journal of the Japan Society of
Chemotherapy 2011; 17(6): 807-11.

Eastwood K, Else P, Charlett A, Wilcox M. Comparison of nine commercially
available Clostridium difficile toxin detection assays, a real-time PCR assay for
C. difficile tcdB, and a glutamate dehydrogenase detection assay to cytotoxin
testing and cytotoxigenic culture methods. Journal of Clinical Microbiology
2009; 47(10): 3211-7.

Wren MW, Sivapalan M, Kinson R, Shetty NR. Laboratory diagnosis of

clostridium difficile infection. An evaluation of tests for faecal toxin, glutamate

71



158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

dehydrogenase, lactoferrin and toxigenic culture in the diagnostic laboratory.
British Journal of Biomedical Science 2009; 66(1): 1-5.

Reyes RC, John MA, Ayotte DL, Covacich A, Milburn S, Hussain Z.
Performance of TechLab C. Diff Quik Chek and TechLab C. Difficile Tox A/B
Il for the detection of Clostridium difficile in stool samples. Diagnostic
Microbiology and Infectious Disease 2007; 59(1): 33-7.

Fenner L, Widmer AF, Goy G, Rudin S, Frei R. Rapid and reliable diagnostic
algorithm for detection of Clostridium difficile. Journal of Clinical
Microbiology 2008; 46(1): 328-30.

Snell H, Ramos M, Longo S, John M, Hussain Z. Performance of the TechLab
C. Diff Chek-60 enzyme immunoassay (EIA) in combination with the C.
difficile Tox A/B Il EIA kit, the Triage C. difficile panel immunoassay, and a
cytotoxin assay for diagnosis of Clostridium difficile-associated diarrhea.
Journal of Clinical Microbiology 2004; 42(10): 4863-5.

Bouza E, Pelaez T, Alonso R, Catalan P, Munoz P, Creixems MR. "Second-
look™ cytotoxicity: an evaluation of culture plus cytotoxin assay of Clostridium
difficile isolates in the laboratory diagnosis of CDAD. The Journal of Hospital
Infection 2001; 48(3): 233-7.

Yucesoy M, McCoubrey J, Brown R, Poxton IR. Detection of toxin production
in Clostridium difficile strains by three different methods. Clinical
Microbiology and Infection: the Official Publication of the European Society of
Clinical Microbiology and Infectious Diseases 2002; 8(7): 413-8.

Oguz Ayarct A, Oral B, Ilbasi AR, Simirtas M, Sigirlh D, Akalin D. Ishalli
Olgularda Clostridium difficile Toksin Pozitifliginin Retrospektif Analizi. Tiirk
Mikrobiyol Cemiyeti Dergisi 2012; 42: 10-5.

Tunccan OG, Ulutan F, Karakus R. [The frequency of Clostridium difficile
toxin in neutropenic and non-neutropenic patients with antibiotic-associated
diarrhea and analysis of the risk factors]. Mikrobiyoloji Bulteni 2008; 42(4):
573-83.

72



165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

Turan M LB, Kayali R, Guldemir D, Esen B. Evaluation of patients with
Clostridium difficile associated diarrhea., Maribor: Slovenia. 2nd International
C Difficile Symposium 2007; 52.

Jamal W, Pauline EM, Rotimi VO. Comparative performance of the GeneXpert
C. difficile PCR assay and C. diff Quik Chek Complete kit assay for detection
of Clostridium difficile antigen and toxins in symptomatic community-onset
infections. International Journal of Infectious Diseases: 1JID: Official
Publication of the International Society for Infectious Diseases 2014; 29: 244-8.

Hirvonen JJ, Kaukoranta SS. Comparison of BD Max Cdiff and GenomEra C.
difficile molecular assays for detection of toxigenic Clostridium difficile from
stools in conventional sample containers and in FecalSwabs. European Journal
of Clinical Microbiology & Infectious Disease: Official Publication of the
European Society of Clinical Microbiology 2015; 34(5): 1005-9.

Goret J, Blanchi J, Eckert C, Lacome S, Petit A, Barbut F, et al. Comparison of
a novel chemiluminescent based algorithm to three algorithmic approaches for
the laboratory diagnosis of Clostridium difficile infection. Gut Pathogens 2015;
7: 33.

Van Broeck Johan NME, Soumillion Kate and Delmée Michel. Evaluation of
Clostridium Difficile Detection in Stools Using Vidas® Gdh, Vidas® Cd A/B
Or C. Dif Quik Chek Complete® in combination with Cepheid® GeneXpert®.
25rd ECCMID,Copenhagen 2015,Poster 0777 2015.

Vasoo S, Stevens J, Portillo L, Barza R, Schejbal D, Wu MM, et al. Cost-
effectiveness of a modified two-step algorithm using a combined glutamate
dehydrogenase/toxin enzyme immunoassay and real-time PCR for the diagnosis
of Clostridium difficile infection. Journal of Microbiology, Immunology, and
Infection=Wei Mian Yu Gan Ran Za Zhi 2014; 47(1): 75-8.

Kim H, Kim WH, Kim M, Jeong SH, Lee K. Evaluation of a rapid membrane
enzyme immunoassay for the simultaneous detection of glutamate
dehydrogenase and toxin for the diagnosis of Clostridium difficile infection.
Annals of Laboratory Medicine 2014; 34(3): 235-9.

73



172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

Samra Z, Madar-Shapiro L, Aziz M, Bishara J. Evaluation of a new
immunochromatography test for rapid and simultaneous detection of
Clostridium difficile antigen and toxins. The Israel Medical Association
Journal: IMAJ 2013; 15(7): 373-6.

Korman TM. Diagnosis and management of Clostridium difficile infection.
Seminars in Respiratory and Critical Care Medicine 2015; 36(1): 31-43.

Longtin Y, Trottier S, Brochu G, Paquet-Bolduc B, Garenc C, Loungnarath V,
et al. Impact of the type of diagnostic assay on Clostridium difficile infection
and complication rates in a mandatory reporting program. Clinical Infectious
Diseases: an Official Publication of the Infectious Diseases Society of America
2013; 56(1): 67-73.

Stamper PD, Alcabasa R, Aird D, Babiker W, Wehrlin J, Ikpeama I, et al.
Comparison of a commercial real-time PCR assay for tcdB detection to a cell
culture cytotoxicity assay and toxigenic culture for direct detection of toxin-
producing Clostridium difficile in clinical samples. Journal of Clinical
Microbiology 2009; 47(2): 373-8.

Cohen SH, Tang YJ, Silva J, Jr. Analysis of the pathogenicity locus in
Clostridium difficile strains. The Journal of Infectious Diseases 2000; 181(2):

659-63.

Rupnik M, Braun V, Soehn F, Janc M, Hofstetter M, Laufenberg-Feldmann R,
et al. Characterization of polymorphisms in the toxin A and B genes of
Clostridium difficile. FEMS Microbiology Letters 1997; 148(2): 197-202.

Scardina T, Labuszewski L, Pacheco SM, Adams W, Schreckenberger P,
Johnson S. Clostridium difficile infection (CDI) severity and outcome among
patients infected with the NAP1/BI/027 strain in a non-epidemic setting.
Infection Control and Hospital Epidemiology: the Official Journal of the
Society of Hospital Epidemiologists of America 2015; 36(3): 280-6.

Putsathit P, Morgan J, Bradford D, Engelhardt N, Riley TV. Evaluation of the
BD Max Cdiff assay for the detection of toxigenic Clostridium difficile in
human stool specimens. Pathology 2015; 47(2): 165-8.

74



180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

Chiang D, Ng S, La MV, Jureen R, Lin RT, Teo JW. Performance assessment
of the BD MAX Cdiff assay in comparison to Xpert C. difficile assay in a
setting with very low prevalence of toxigenic Clostridium difficile PCR
ribotype 027. Anaerobe 2014; 30: 156-8.

Dalpke AH, Hofko M, Zorn M, Zimmermann S. Evaluation of the fully
automated BD MAX Cdiff and Xpert C. difficile assays for direct detection of
Clostridium difficile in stool specimens. Journal of Clinical Microbiology 2013;
51(6): 1906-8.

Leitner E, Einetter M, Grisold AJ, Marth E, Feierl G. Evaluation of the BD
MAX Cdiff assay for the detection of the toxin B gene of Clostridium difficile
out of faecal specimens. Diagnostic Microbiology and Infectious Disease 2013;
76(3): 390-1.

Shin BM, Yoo SM, Shin WC. Evaluation of Xpert C. difficile, BD MAX Cdiff,
IMDx C. difficile for Abbott m2000, and Illumigene C. difficile Assays for
Direct Detection of Toxigenic Clostridium difficile in Stool Specimens. Annals
of Laboratory Medicine 2016; 36(2): 131-7.

Yoo J, Lee H, Park KG, Lee GD, Park YG, Park YJ. Evaluation of 3 automated
real-time PCR (Xpert C. difficile assay, BD MAX Cdiff, and IMDx C. difficile
for Abbott m2000 assay) for detecting Clostridium difficile toxin gene
compared to toxigenic culture in stool specimens. Diagnostic Microbiology and
Infectious Disease 2015; 83(1): 7-10.

Abrahao C, Carman RJ, Hahn H, Liesenfeld O. Similar frequency of detection
of Clostridium perfringens enterotoxin and Clostridium difficile toxins in
patients with antibiotic-associated diarrhea. European Journal of Clinical
Microbiology & Infectious Diseases: Official Publication of the European
Society of Clinical Microbiology 2001; 20(9): 676-7.

Asha NJ, Tompkins D, Wilcox MH. Comparative analysis of prevalence, risk
factors, and molecular epidemiology of antibiotic-associated diarrhea due to
Clostridium difficile, Clostridium perfringens, and Staphylococcus aureus.
Journal of Clinical Microbiology 2006; 44(8): 2785-91.

75



187.

188.

189.

190.

191.

192.

Forward LJ, Tompkins DS, Brett MM. Detection of Clostridium difficile
cytotoxin and Clostridium perfringens enterotoxin in cases of diarrhoea in the
community. Journal of Medical Microbiology 2003; 52(Pt 9): 753-7.

Joshy L, Chaudhry R, Dhawan B, Kumar L, Das BK. Incidence and
characterization of Clostridium perfringens isolated from antibiotic-associated
diarrhoeal patients: a prospective study in an Indian hospital. The Journal of
Hospital Infection 2006; 63(3): 323-9.

Heimesaat MM, Granzow K, Leidinger H, Liesenfeld O. Prevalence of
Clostridium difficile toxins A and B and Clostridium perfringens enterotoxin A
in stool samples of patients with antibiotic-associated diarrhea. Infection 2005;
33(5-6): 340-4.

Vaishnavi C, Kaur S. Clostridium perfringens enterotoxin in antibiotic-
associated diarrhea. Indian Journal of Pathology & Microbiology 2008; 51(2):
198-9.

Borriello SP, Barclay FE, Welch AR, Stringer MF, Watson GN, Williams RK,
et al. Epidemiology of diarrhoea caused by enterotoxigenic Clostridium
perfringens. Journal of Medical Microbiology 1985; 20(3): 363-72.

Bartholomew BA, Stringer MF, Watson GN, Gilbert RJ. Development and
application of an enzyme linked immunosorbent assay for Clostridium
perfringens type A enterotoxin. Journal of Clinical Pathology 1985; 38(2): 222-
8.

76



